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外源油菜素内酯调控青稞种子萌发的生理代谢及褪黑素富

集机理研究

摘 要

青稞作为我国青藏高原地区的标志性农作物，其营养价值及产业

价值近年来开始备受学者关注。研究表明，青稞籽粒中含有丰富的褪

黑素。褪黑素作为一种普遍存在于动植中的吲哚类化合物，其在调节

动植物生理代谢方面扮演着重要的角色。在植物中，它在调节植物生

长发育以及保护植物免受各种生物及非生物胁迫的损害方面发挥着

重要的作用，这一点与植物激素所发挥的作用类似，并且一些植物激

素例如赤霉素、乙烯、脱落酸等于褪黑素之间的串扰关系已经得到了

证实。油菜素内酯（BRs）作为上世纪末期被发现的新一类植物激素，

其在促进调节植物发育方面的作用受到了广泛的研究，但目前有关油

菜素内酯调控植物中褪黑素富集作用的相关研究还鲜有报道。因此，

本实验以青稞为材料，重点研究了油菜素内酯对青稞种子萌发的生理

代谢的影响及褪黑素富集的机理，结果如下：

（1）油菜素内酯、赤霉素和乙烯均能促进青稞幼苗的生长以及

调控青稞幼苗中褪黑素的富集，但油菜素内酯对于青稞幼苗中褪黑素

富集效果最好，在第 3天时达到最大，为 19.42±0.33 ng/g，是对照组

（CK，14.42±0.18 ng/g）的 1.34倍、是种子（11.46±0.15 ng/g）的 1.69

倍。
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（2）油菜素内酯（BRs）在不同的浓度下，对萌发青稞中β-葡聚

糖、γ-氨基丁酸、总酚、总黄酮、总淀粉以及丙二醛的含量具有明显

的影响。其中 100 μmol的 BRs能够促进青稞中β-葡聚糖含量的提高；

200 μmol的 BRs能够显著促进 GABA（γ-氨基丁酸）的积累；100 μmol

的 BRs 能够促进青稞幼苗中总酚以及总黄酮的积累；此外，BRs 还

能抑制淀粉的分解，以及抑制青稞幼苗在萌发过程中丙二醛的产生。

（3）通过转录组测序，分析了三组（BR:油菜素内酯处理组；C:

无菌水处理组；S：种子对照组）样本中的差异基因。三组中 BR与

C差异表达基因共有 3675个、BR与 S差异表达基因共有 26001个、

C与 S组差异表达基因 26753个。富集分析的结果显示，BR与 C组

主要富集到光合作用，光收集、有机化合物氧化的能量衍生、细胞呼

吸等过程；BR与 S组的差异基因主要富集到苯丙酮的生物合成、黄

酮类化合物的生物合成等过程；C与 S组差异基因主要富集到苯丙氨

酯的生物合成、淀粉和蔗糖代谢等过程。分析了与褪黑素生物合成有

关的差异基因表达情况，发现有 10个差异表达基因在青稞种子萌发

过程中通过调控 L-色氨酸脱羧酶、芳基烷基胺 N-乙酰转移酶以及乙

酰羟色胺 O-甲基转移酶的活性来富集褪黑素，1个差异表达基因通

过响应油菜素内酯作用来上调乙酰血清素 O-甲基转移酶的活性，来

实现青稞幼苗中褪黑素的富集。

关键词：青稞；褪黑素；油菜素内酯；生理代谢；转录组
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Physiological metabolism and melatonin enrichment

mechanism of barley seed germination regulated by

exogenous brassinolide

ABSTRACT

As a landmark crop in the Tibetan Plateau region of China, the

nutritional and industrial value of barley has begun to attract the attention

of scholars in recent years. Studies have shown that barley seeds are rich

in melatonin. Melatonin, as a kind of indole compound commonly found

in plants and animals, plays an important role in regulating the

physiological metabolism of plants and animals. In plants, it plays an

important role in regulating plant growth and development as well as

protecting plants from various biotic and abiotic stresses, which is similar

to that of plant hormones, and the crosstalk between some plant hormones,

such as gibberellin, ethylene, abscisic acid, and melatonin, has been

demonstrated. Nowdays, the role of brassinolide (BRs) in promoting the

regulation of plant development has been widely studied. However, there

are nearly no studies related to the role of brassinolide in regulating

melatonin enrichment in plants. Therefore, this experiment took barley as

the material, and focused on the study of oleuropein lactone on the

physiological metabolism of barley seed germination and the mechanism
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of melatonin enrichment to study and analyze, the results are as follows:

(1) Brassinolide, gibberellin and ethylene could promote the growth

of barley seedlings as well as regulate melatonin enrichment in barley

seedlings, but brassinolide had the best effect on melatonin enrichment in

barley seedlings, which reached a maximum of 19.42±0.33 ng/g at the

third day, which was 1.34 times higher than that of the control (CK,

14.42±0.18 ng/g) and 1.69 times higher than that of the seed (11.46 ±

0.15ng/g) by 1.69 times.

(2) The content of β-glucan, γ-aminobutyric acid, total phenols, total

flavonoids, total starch and malondialdehyde in sprouted barley was

significantly affected by different concentrations of brassinolide (BRs).

Among them, 100 μmol of BRs could promote the increase of β-glucan

content in barley; 200 μmol of BRs could significantly promote the

accumulation of GABA; 100 μmol of BRs could promote the

accumulation of total phenolics and total flavonoids; in addition, BRs

could inhibit the decomposition of starch, and had a certain inhibitory

effect on the production of malondialdehyde.

(3) Transcriptome sequencing was employed to analyse differential

genes in three groups of samples: BR (oleuropein lactone-treated), C

(sterile water-treated), and S (seed control). A total of 3675 differentially

expressed genes were identified between BR and C, 26001 between BR

and S, and 26753 between C and S. The results of the enrichment analysis
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indicated that the BR and C groups were primarily enriched for genes

involved in photosynthesis, light harvesting, energy derivation for

oxidation of organic compounds, and cellular respiration. In contrast, the

differential genes of the BR and S groups were primarily enriched for

genes involved in phenylacetone biosynthesis and flavonoid biosynthesis.

Finally, the differential genes of the C and S groups were primarily

enriched for genes involved in phenylpropanoid biosynthesis, starch and

sucrose metabolism, and other processes. The expression of differentially

expressed genes related to melatonin biosynthesis was analysed, and it

was found that 10 differentially expressed genes were enriched for

melatonin by regulating the activities of L-tryptophan decarboxylase,

arylalkylamine N-acetyltransferase, and acetohydroxytrypt.

O-methyltransferase was observed to be active during germination of

barley seeds, with one differentially expressed gene being up-regulated in

response to the action of oleoresinolide to achieve melatonin enrichment

in young barley seedlings. Similarly, activity in response to oleuropein

lactone was observed to achieve melatonin enrichment in barley

seedlings.

KEYWORDS: qingke; melatonin; brassinolide; physiological metabolism;

transcriptome
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第 1章 绪论

1.1 青稞简介

青稞（Hordeum vulgare L. var. nudumhook. f.），作为禾本 科小麦的一个变

种之一，由于其在收获时内外颖片与颖果分离的特性而被称为裸大麦或无壳大麦

[1-3]。汉语中称其为“青稞”，而在藏语中则称其为“乃”。根据青稞籽粒的形

态以及其含有的淀粉含量，青稞可以被分成二棱青稞、四棱青稞以及六棱青稞。

此外，青稞根据其种皮的不同颜色特征可以分成白青稞、黑青稞、蓝青稞以及紫

青稞[4]. 在我国，青藏地区主要以种植四棱青稞和六棱青稞为主，其中六棱青稞

主要在西藏种植，而四棱青稞主要在青海种植[5]。青稞是我国青藏高原的标志性

作物，其产量能占到西藏农作物产量的 65 %以上。据数据表明，截止到 2023年

年底，西藏自治区青稞产量已达到 84万吨，播种面积达 222.87万亩[6]。

近几年来，青稞因其丰富的营养价值功能开始广泛受到国内外学者的关注。

由于青稞长期在我国高海拔地区（4000米）生长，抗逆性强、发育早以及适应

性广也就成了青稞的特点[7]。受不同的限制因素如太阳辐射、季节性干旱以及氧

气供应有限的影响，青稞中常会生成并积累一系列对人体健康有益的次生代谢物

[8]。这其中就包括了β-葡聚糖、γ-氨基丁酸、酚类化合物、维生素 E以及膳食纤

维等功能活性成分[9]。此外，因为缺乏会对营养功能成分造成稀释作用的纤维外

壳——颖壳，青稞也通常比普通大麦籽粒具有更多的淀粉、蛋白质以及功能性多

糖[10]。因此，青稞也以“高纤维、高蛋白、高维生素、低脂肪、低糖”的营养特

征而著称。青稞的这些功能活性成分，使得其在医疗保健等行业具有广泛的应用

价值。如：β-葡聚糖具有降血糖、降血脂以及抗肿瘤等功能[11]；游离的酚类化合

物，因其很强的抗氧化性，能够调节人体糖类脂类代谢，预防代谢疾病[12]；此外，

青稞中还含有丰富的褪黑素，其能参与调节动植物中一些重要的生理过程，是一

种重要的生物活性物质[13]。由此看来，作为开发功能性食品的优质原料，青稞的

功能性食品市场的开发具有广阔的前景。目前，青稞已经开始从产区向非产区转

移，从区域性的口粮食物发展为全球性的健康食品源作物。因此，为满足国家对

于高质量食品发展的需求，我们必须要重视青稞功能性食品产业的发展。
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1.2 褪黑素研究进展

1.2.1 褪黑素

褪黑素是一种广泛存在于动物与植物当中的一种吲哚类化合物。在动物中，

褪黑素是由松果体在夜间分泌的，它在调节睡眠-觉醒周期、青春期发育以及季

节性适应等方面扮演着关键角色。临床研究的发现进一步证明了褪黑素在多个方

面的重要作用，包括保护神经系统、调节运动代谢、调控心血管血压、具有抗肿

瘤作用，并且还展现出抗焦虑、抗抑郁等益处。这些发现表明褪黑素在维持整体

身体健康和生理平衡方面发挥着重要的功能，为其在医学和治疗领域的潜在应用

提供了有力的支持[14]。褪黑素由于其在多种临床条件下展现出的潜在治疗效果，

近年来成为医疗领域的新兴热点。针对与褪黑素受体相互作用的新药的选择性开

发，显示出在神经精神疾病和代谢疾病等领域具有广阔的应用前景。这种趋势归

因于褪黑素的治疗潜力在临床上的显现，为医学领域带来了新的研究和创新机会

[15]。

而在植物当中，褪黑素除了能够表现出同动物中相同的调节光周期与节律现

象之外，它还是植物在受到恶劣环境胁迫时的调节剂。目前的研究表明，当植物

遭受干旱、辐射、极端温度和化学应激等环境压力时，植物会增加褪黑素合成基

因的表达水平，以增强其自身的抵御能力。这些研究进展揭示了植物在应对外界

胁迫和逆境时，褪黑素作为一项重要生理调节机制的作用。通过调控褪黑素的产

生，植物能够启动一系列生化反应和信号传递途径，以提高对环境胁迫的适应性

[16]。在植物当中，褪黑素虽然主要参与植物胁迫有关的情形中，但其也参与到植

物的萌发、生长、根系的形成、衰老等重要的过程。近年来，已有相当数量的研

究表明，植物中褪黑素水平的变化与大多数的植物激素有着密不可分的联系，它

们相互作用、相互影响，共同决定着植物的生理生长以及代谢情况[17]。目前，越

来越多的学者已经开始广泛关注褪黑素与植物激素之间的交互作用。研究表明，

褪黑素与植物激素在植物生长发育和逆境应答中的相互调控非常重要。这种相互

作用对于植物的发育、生理和适应性有着深远的影响，并且在激素的合成、信号

传递等过程中扮演着关键角色。因此，进一步了解褪黑素与植物激素之间的串扰

作用机制，对于我们深入理解植物内部调节系统、推动农业技术的发展以及品种

改良都具有重要意义。这个领域的研究前景非常值得期待，有助于推动植物生物



安徽工程大学硕士学位论文

3

学的进步并解决农业领域的关键问题。

1.2.2 植物中褪黑素的生物合成途径

植物中褪黑素的合成途径与动物的相似，但也有些许不同。由于植物自身能

够合成褪黑素的前体物质色氨酸这一特性，使得其在合成酶、反应顺序以及中间

产物与动物合成途径相比存在着一定的差异[18]。目前，主流的研究观点都认为，

植物中褪黑素的生物合成主要通过以下方式进行：色氨酸（Tryptophan）首先借

助色氨酸脱羧酶（TDC）转化为色胺（Tryptamine），后通过色胺-5-羟化酶（T5H）

羟化生成5-羟色胺（Serotonin）。然后5-羟色胺通过 5-羟色胺N -乙酰转移酶(SNAT)

转化为 N-乙酰 5-羟色胺（N-acetylserotonin），或通过 N-乙酰 5-羟色胺甲基转移

酶 (ASMT)/ 咖 啡 酸 O- 甲 基 转 移 酶 (COMT) 转 化 为 5- 甲 氧 基 色 胺

（5-methoxytryptamine）。最后，分别在 ASMT/COMT以及 SNAT的催化反应下，

N-乙酰 5-羟色胺（）与 5-甲氧基色胺（5-methoxytryptamine）被催化生成褪黑素

（Melatonin）[19]。除此之外，部分学者认为，同动物中色氨酸代谢类似，色氨

酸也能够通过色氨酸羟化酶（TPH）的作用生成 5-羟色氨酸（5-hydroxytryptophan）

进而代谢生成褪黑素。Back[20]和 Zhang 等[21]在水稻的种子以及根系部位都检测

到了 5-羟色氨酸，这为色氨酸代谢生成褪黑素提供了一个新的发现。

图 1-1 植物体内褪黑素的生物合成途径

Fig.1-1 Biosynthetic pathway of melatonin in plants
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注：TDC: 色氨酸脱羧酶；TPH：色氨酸 5-单氧化酶；SNAT：5-羟色胺 N -乙酰转移酶；T5H：

色胺-5-羟化酶；COMT：咖啡酸 O-甲基转移酶；ASDAC：N-乙酰血清素脱乙酰酶

1.3 植物激素与褪黑素的相互作用研究进展

随着研究的深入，褪黑素在植物中的作用范围越来越广。在植物学领域，目

前褪黑素被研究最多的作用之一是它在植物面对生物以及非生物胁迫时作为生

物调节剂的作用。同样，作为植物生长必不可少的调节剂，植物激素在这方面也

起到了相似甚至相同的作用[22]。而如今越来越多的研究表明，包括生长素、细胞

分裂素、赤霉素、脱落酸等经典植物激素，以及近年新发现的激素如茉莉酸、水

杨酸、油菜素内酯、多胺以及独角金内酯[23]。尽管目前的已经确认了植物激素与

褪黑素之间存在着一种或多种相互作用，但是植物激素与褪黑素之间的相互作用

及其调节机制仍然存在待解决的问题。其中包括它们在细胞间（可能是自由的或

蛋白质辅助的形式）以及组织和器官间（通过木质部和韧皮部）的运输方式，它

们可能如何与碳水化合物或氨基酸结合，涉及的信号转导组分，以及可能的植物

激素机制共享等方面[24]。

1.3.1 褪黑素对植物激素的作用

Wei[25]等人研究了褪黑素与生长素（IAA）之间的关系，他们发现褪黑素能

够上调几种参与到 IAA 合成的基因，以及生长素受体编码基因的表达水平，从

而来促进大豆当中生长素的生物合成以及信号转导；Wang等[26]人发现了褪黑素

可通过抑制细胞分裂素的信号转导（AHK4、AHPs以及 ARR15）来对其产生拮

抗作用，从而影响细胞分裂素对根系的应答作用；Lv 等[27]人研究了褪黑素在拟

南芥种子萌发时与赤霉素等激素之间的串扰机制。他们发现赤霉素和褪黑素在调

节种子的萌发过程当中表现出拮抗作用。根据 Li等[28]人的研究，他们发现通过

向脱落酸合成缺失的大麦突变体喷施外源褪黑素可以增强大麦的抗寒性。褪黑素

通过调节大麦中脱落酸的含量以及抗氧化系统的活性来实现这一效果。除了以上

传统的植物激素外，我们也能找到关于新型植物激素与褪黑素的相关性案例。如

Luo等[29]研究发现，外源性的褪黑素通过影响几个与茉莉酸生物合成(LOX1.5和

LOX2.1)、木质素含量、渗透物质以及转录因子(HY5和MYB86)相关的基因的表

达，从而来增强小麦在苗期和成熟期的抗寒性；袁瑞敏等[30]研究了褪黑素通过调

控沙果中的水杨酸和乙烯的水平来达到维持沙果品质的效果。实时实时荧光定量
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PCR的结果表明，褪黑素显著影响了与水杨酸合成的两个相关基因（MdPAL、

MdICS2）的表达，这为褪黑素与水杨酸的相互作用关系提供了理论支撑；Yang

等[31]人发现，褪黑素处理过后的拟南芥中，与独脚金内酯有关的生物合成基因的

表达受到抑制。这些研究结果表明，通过向植物施加外源褪黑素处理，可以显著

影响植物内源激素的产生和调节，从而导致一系列变化发生。

1.3.2 植物激素对褪黑素的作用

目前，虽然已经有很多研究报道了外源褪黑素处理对植物内部激素的影响效

果，但与此相比，关于外源植物激素对植物内源褪黑素的影响的研究还相对较少。

Chen等[32]研究了在山核桃中，外源脱落酸对内源性褪黑素的作用。他们发现，

通过外源喷施脱落酸，山核桃中内源性褪黑素的水平得到显著提升。进一步组学

分析以及验证实验结果表明，山核桃中对脱落酸应答因子（CcAZF2）和对乙烯

应答因子（CcEIN3），可以通过直接结合启动子来激活褪黑素的生物合成。在

Zhou等[33]的研究中，探究了吲哚乙酸（IAA）处理对桃果实的冷害及内源激素

的影响。研究结果显示，经过吲哚乙酸处理后，桃果实中的内源褪黑素和γ-氨基

丁酸（GABA）含量均有所增加，并且这一变化与它们的生物合成基因的上调相

关。这些发现揭示了吲哚乙酸处理可通过调节内源激素水平来减轻桃果实的冷害，

并提供了吲哚乙酸对褪黑素和 GABA合成相关的基因调控机制的线索。在水稻

中，Hwang[34]的研究表明，通过外源赤霉素的处理，水稻中内源性的褪黑素得到

显著的提升。进一步体内验证实验表明，赤霉素可以作为水稻体内褪黑素合成的

内源性启动子来提高其体内褪黑素的水平。Yin[35]研究了外源茉莉酸甲酯对芥菜

幼苗中内源性褪黑素的生物合成的影响。他们发现，茉莉酸甲酯能够显著诱导芥

菜中褪黑素的表达，较对照处理提高 10倍左右。而这是茉莉酸甲酯通过促进褪

黑素合成酶的表达以及增加与色氨酸（褪黑素前体物质）的丰度来实现的。

以上研究结果都表明，无论是传统经典的植物激素（生长素、细胞分裂素、

赤霉素以及脱落酸）还是近十几年来新发现的植物激素（茉莉酸、水杨酸、油菜

素内酯以及独脚金内酯），它们在植物当中都与褪黑素的表达存在一定的联系，

或影响其表达，或受其表达的影响。但是不同的文献报道了植物激素与褪黑素之

间不同的影响情况，有的会促进褪黑素的表达，有的则会抑制褪黑素的表达；有

的表达会受到褪黑素的促进，而有的表达又会受到褪黑素的抑制。因此关于植物
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激素与褪黑素之间的相关性仍有待进一步的研究。然而，未来对于褪黑激素和植

物内部激素的研究无疑将揭示细胞和组织层面上的相互作用程度，并探讨在调节

反应中可能存在的协同作用或拮抗作用。

1.4 油菜素内酯的研究现状

1.4.1 油菜素内酯简介

油菜素内酯是一种胆甾烷羟基化后的衍生物，其结构包括了 A 环、B环以

C-17侧链上的烷基取代基（图一），是一种具有 5α-胆甾烷骨架并且包含多羟基

的甾体激素[36]。目前，研究人员已经成功从自然界各类不同种属的植物当中分离

出了 70多种油菜素内酯，以 2,4-表油菜素内酯（24-epibrassinolide，EBR）、2,8-

高油菜素内酯（24-epibrassinolide，HBL）以及芸苔素内酯（brassinolide, BL）三

种类型最为常见且应用最广[37]。

图 1-2 油菜素内酯的分子结构式

Fig.1-2 Molecular formula of brassinolide

1.4.1 油菜素内酯的生理功能

大量研究资料明确指出，油菜素内酯（brassinosteroid, BRs）在植物发育调

控中扮演着重要的角色。作为一种重要的植物生长调节物质，它参与了植物的多

个发育过程，包括细胞分裂、生长、维管分化、生殖发育以及基因表达等关键过

程[38]。此外，油菜素内酯还影响着种子从萌发到生根、开花、再到成熟，最后到

衰老、脱落等一系列发育过程当中[39]。作为植物生存与繁衍过程中重要的一环，

萌发对于植物来说至关重要。然而这却受到多种因素的调控及影响，而油菜素内
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酯就是其中的一个因素[40]。Small等[41]发现， 0.1 mg/L 处理油菜素内酯溶液浸

种处理牧草种子 24小时之后，其发芽率较对照提高了 42%以上。同样的发现在

其他研究当中也能找到。Jesus [42]等人研究了对油菜素内酯在绿大豆种子萌发过

程中的作用。他们发现，0.4、0.6和 0.8 mM 的油菜素内酯处理的绿大豆种子的

光合速率、PSII 光化学能转换有效量子产率和电子传递率均有提高，大豆幼苗的

品质以及生理发育得到了显著的提升。在拟南芥中，油菜素内酯(BRs)能够通过

拮抗脱落酸（ABA）对其造成抑制作用从而来促进种子的萌发。这里面涉及到

的分子机制是拟南芥中 BRs生成有关的转录因子 BES1，其能够精确与 ABI5（一

种脱落酸信号通路的转录因子）发生相互作用从而导致 ABA的合成受阻，进而

实现对拟南芥种子萌发的调控[43]。除此之外，有关油菜素内酯促进植物其他生长

发育过程在其他学者的研究中也能找到证据，如促进番茄果实的成熟[44]，调控牡

丹花的花期[45]，调控马铃薯的衰老与成熟[46]等等。以上研究都说明了油菜素内

酯对植物的生理代谢具有着重要的作用。

此外，近年来的研究表明，油菜素内酯不仅能够协调植物的生长与发育，而

且还在植物面对各种环境胁迫，例如干旱、重金属、极端温度等非生物胁迫与生

物胁迫当中扮演着重要的角色[47]。Kaya 等[48]通过研究表明通过外源油菜素内酯

（brassinosteroid, BRs）处理，可以提高 ABA水平，从而减轻干旱对植株的不良

影响。在逆境条件下，添加油菜素内酯（brassinosteroid, BRs）到番茄中可以增

强其光合器官、叶片的水分状态，并改善抗氧化防御能力，进而提高番茄植株的

抗旱性能，他们猜测是由于干旱调控的编码结构蛋白和调节蛋白的基因转录物被

BRs处理改变。这在 Li 等[49]人的研究中得到了验证，油菜素内酯的诱导导致油

菜植株的抗旱性增强，而这种增强部分归因于油菜素内酯诱导的 BnCBF5 和

BnDREB（两种与干旱敏感性相关的基因）转录物水平的上调。此外，油菜素内

酯在植物抵御盐胁迫方面的作用也得到了证实。经外源油菜素内酯处理后，研究

显示，叶片中钠离子（Na+）水平得到降低，同时细胞膜透性得到改善。这些效

应导致在盐胁迫的环境下，光系统 II（PSII）的净光合速率、气孔调节、蒸散发、

净光合以及最大量子产率显著提高[50]。Chi 等[51]人的研究发现，泛素偶联酶

（ubc32）在 BRs引发的盐胁迫抗性中扮演了一定的角色。作为内质网相关蛋白

降解（ERAD）途径的一员，UBC32对于拟南芥细胞中 BRs受体 BRI1 的积累起
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着影响，并且指导 ERAD途径在增强渗透调节的过程中发挥作用。这项研究揭

示了 UBC32在 BRs信号传递和应对盐胁迫过程中的重要性，为进一步理解 BR

调控植物抗盐性响应提供了新的见解。油菜素内酯（BRs）的应用不仅可以增强

植物的耐寒性，还对收获后的植物产品，如水果，产生积极影响。通过 BRs的

处理，水果在面对低温胁迫时能够延长其货架期，维持品质并提高保鲜度[52]。

1.4.2 油菜素内酯与褪黑素的相互作用

当前，有关褪黑素与油菜素内酯之间相互作用关系的研究报道还较少，但是

从现有的研究当中，我们还是能够发现它们之间存在着一定的串扰关系。Hwang

等[53]人研究了外源性的褪黑素对油菜素内酯的诱导作用，他们发现通过外源添加

褪黑素，水稻中有关几个油菜素内酯的生物合成基因包括 DWARF4、D11 和

RAVL1的表达显著提高，褪黑素通过调节植物中油菜素内酯的生物合成，对在

暗处无光照生长的植物起到了积极的调节作用。Fu等[54]研究了在褪黑素介导的

多年生黑麦种子的耐寒以及耐旱性中，褪黑素与油菜素内酯之间串扰调节机制，

他们发现当黑麦在发芽生长过程中受到胁迫并施加外源褪黑素处理时，油菜素内

酯信号传导有关的基因转录水平得到了显著的增加。Li[55]的研究也表明，在褪黑

素处理下，苜蓿中有关油菜素内酯信号传导的相关基因的转录水平明显上升，苜

蓿中油菜素内酯的含量也显著提高。

1.5 转录组学

1.5.1 转录组学概述

自上世纪九十年代后基因组学的时代的到来，转录组学的技术得到了广泛的

应用于发展。转录组学是整体水平上研究细胞中基因转录情况及转录调控规律的

学科。它涉及到细胞中所有信使 RNA的总和，而这些 RNA 是参与到蛋白质翻

译过程的关键。转录组学的研究方法能够让我们清楚的了解到细胞中基因的表达

情况、转录水平变化以及转录调控的机制。转录组学的发展使得我们能够全面地

洞察细胞内的基因表达网络，揭示基因调控的复杂性和多样性，为深入理解生物

体的生理和疾病过程提供了重要的信息和理论基础。目前，转录组学技术主要有

以下几种：基于杂交方法的微阵列技术(Microarray)、表达序列标签技术（expressed

sequence tag, EST）、基因表达连续分析 (serial analysis of gene ex-pression, SAGE)、

基因芯片 (Gene chip)、差异显示技术 (differential display reverse transcription,
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DDRT)以及高通量测序 (High-throughput sequencing) 等[56]，其中以 RNA-Seq技

术的应用最广。

1.5.2 转录组学在植物领域的应用

目前，转录组学在植物学的应用范围越来越广，从植物系统分类，到植物物

种的鉴定以及植物遗传多样性，转录组学扮演着越来越重要的角色。借助转录组，

我们能够认识到植物转录因子在植物的胁迫应答中扮演的重要角色，能够认识到

这些转录因子在植物对各种胁迫条件做出响应的过程中起到了重要的调控作用

[57]，它们通过直接调控胁迫应答基因的转录，并在多种信号通路之间进行调节，

发挥着关键的功能；通过转录组学的手段，我们可以清晰地揭示在植物体面临极

端环境变化时，不同基因在表达水平上发生的变化。如根据 Kahlau 和 Bock [58]

的研究结果，番茄果实中质体基因的转录组学分析显示，在与叶片相比较时，大

部分质体基因在果实中表达水平下调。这种变化在光合作用相关基因中比其他代

谢途径相关基因更为显著。此外，转录组分析揭示了染色体上的基因表达活性受

质体编码的脂肪酸生物合成基因 accD的调控。在茄科植物中，转录组学研究表

明了环糖合成的不同机制，以及存在的几种导致重要防御化合物合成/生产的趋

同和发散机制[59]。除了用于研究盐胁迫耐受机制外，转录组学还可广泛应用于研

究冷胁迫反应，这在马铃薯等植物中已有相关报道。Evers[60]的研究报道了在低

温和盐度胁迫条件下，大多数光合作用基因表达水平下调，而细胞拯救和转录因

子基因表达水平上调。盐暴露还会导致与初级代谢、信号转导和解毒相关的基因

表达水平下调。因此，通过转录组来解释植物中的一些生理代谢机制，具有深远

的实际意义。

1.5.3 转录组学在植物褪黑素中的应用

基于高通量 RNA测序（RNA sequencing, RNA-seq），转录组学能够从整体

水平上研究并分析出植物在发育、遗传过程中以及代谢调控过程中基因的表达变

化[61]。RNA-seq具有高通量、高灵敏度以及应用范围广等优点。而近年来，随着

基因测序技术的不断发展与更新，与测序的成本越来越低，转录组技术也被越来

越广泛应用到植物的研究当中。目前，很多研究通过转录组学的技术手段，揭示

了植物体内褪黑素生物合成及代谢机制。如通过转录组学的方法，Shi等[62]人揭

示了褪黑素在提高百慕大草的抗盐、干旱以及冷胁迫抗性方面的机理。而这种机
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理与褪黑素提高参与氮代谢、主要碳水化合物代谢、三羧酸(TCA)/org转化、运

输、激素代谢、金属处理、氧化还原和次生代谢的基因的表达水平有关。在对褪

黑素处理芥蓝的研究中进行转录组分析时，Di等[63]人发现一些与苯丙素生物合

成、类黄酮生物合成以及α-亚麻酸生物合成相关基因出现过量表达，这为褪黑素

缓解芥蓝抗衰老的机制提供了新的简介；利用转录组学在对褪黑素介导的玉米幼

苗昼夜代谢变化对盐胁迫响应机制的研究当中发现，褪黑素能够通过激活包括

JAZ3-1、JAZ9、WRKY28、ERF020等一系列应激和激素相关转录因子来提高玉

米的耐盐性[64]。Yang等[65]人利用转录组学研究了褪黑素在诱导菜豆耐盐性方面

的作用，并通过 GO 与 KEGG 分析鉴定出了褪黑素的关键下游转录因子以及这

些因子在菜豆耐盐性方面发挥的作用。此外，借助转录组学的方法，Pham等[66]

人成功发现了 CsCOMT19（参与 5-羟色胺代谢生成褪黑素的酶）在调控茶树中

褪黑素的合成中的作用，为研究 CsCOMT基因家族在茶树生长发育过程中响应

非生物胁迫时的作用提供了有价值的信息。总得来看，转录组在研究植物中褪黑

素的生物合成以及调控作用方面的发挥了巨大的作用，未来转录组学在此方面的

研究仍然具有着很大的潜力。虽然目前转录组学的技术发展已经很成熟，并且很

多常见植物或水果有关褪黑素的转录组研究报道已经很多，但是目前国内外有关

青稞褪黑素生物合成以及富集机理的相关转录组的研究还很少，通过转录组学的

手段揭示青稞富集褪黑素的机理，具有开创性的意义。

1.6 研究内容及目的意义

1.6.1 研究内容

（1）研究了三种植物激素（赤霉素、乙烯以及油菜素内酯）处理对萌发青

稞中褪黑素富集效果的影响，以及油菜素内酯处理下对萌发青稞生理代谢情况包

括功能成分的影响。

（2）以转录组学为手段，通过对不同浓度下油菜素内酯处理下的样品进行

分析研究，在基因的水平上找到外源油菜素内酯富集青稞籽粒中褪黑素的关键性

基因，初步揭示油菜素内酯诱导萌发青稞中褪黑素富集的分子机制。

1.6.2 研究目的及意义

褪黑素是一种普遍存在于人体内器官中的一种分子，包括心脏、松果体以及

骨髓等，当人体缺乏时，它可以通过非处方补充剂来获取。目前，褪黑素在启动
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睡眠、抗衰老、抗肿瘤以及抗炎等方面的生理功能已经得到了广泛的研究与证明。

食用富含褪黑素的食物有助于提高啊人体中血清浓度以及抗氧化水平，对人体的

健康有益。 而过去几年里，人们对于保持对食物的需求，对人体有益食物的追

求，导致了新食品产业的快速发展，开发富含褪黑素的功能性食品也势在必行。

青稞作为我国青藏地区的主要粮食作物，是我国唯一能够在超过海拔 4500

米以上的地区种植的农作物，其营养成分全面且独特，富含很多包括褪黑素在内

的功能活性物质，具有着显著的营养与医疗价值。然而目前，有关青稞的研究还

基本停留在一些营养成分的检测与提取等表层研究中，有关利用转录组等组学手

段来解释青稞籽粒中的生理代谢机制的研究仍然很少，而关于植物激素诱导青稞

籽粒中褪黑素的富集相关的研究更是几近于无。因而本实验以青稞品种藏青

2000为实验材料，重点研究了油菜素内酯对青稞籽粒中褪黑素富集作用的影响，

并透过转录组学的手段，研究植物激素富集青稞籽粒当中褪黑素富集的分子机制，

以期为开发高富含褪黑素的青稞品种以及功能性食品提供一定的理论依据与实

际意义。
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第 2章 不同植物激素处理对萌发青稞褪黑素富集的影响

2.1 前言

植物种子蕴含着过去的遗传信息和未来的生命潜能。作为植物生命的起点，

种子承担着保护胚胎和感知环境的重要任务，确保发芽与季节的协调，以促进植

物完整的生命周期。在这个过程中，种子发挥着至关重要的作用。在种子的生命

周期当中，包含了胚胎的发育、成熟以及萌发。当它接近成熟期的结束时刻，伴

随着脱水效应的开始，种子由此获得了具备抵抗干燥条件的能力，并最终进入一

种被称为初级休眠的潜伏状态[67]。这是植物最为关键的适应机制之一，这保护了

种子不会在不利的条件下过早发芽，避免了不适宜的条件给种子带来的危害。

植物种子的休眠与萌发涉及到多个因素的调控，是一个复杂的生物学过程，

并且也是植物适应性的重要组成部分。种子的休眠水平过低会导致早期发芽，这

可能给谷物作物造成经济损失。另一方面，休眠水平过高则会抑制种子的萌发，

降低其生长活力和生命力，并对植物当中一些功能性成分造成一定的影响[68]。因

此，维持适度的种子休眠水平对于植物的生长和发育至关重要。适当的休眠水平

可以确保种子在适宜的环境条件下萌发，使其具备良好的生长潜力。而在这个过

程中，植物激素发挥着关键的调节作用。植物激素在种子休眠期间抑制发芽，并

在合适的条件下促进种子的萌发。这些激素包括赤霉素、生长素、乙烯、脱落酸

以及油菜素内酯的等等植物激素。目前，很多研究表明了它们能够通过彼此之间

的相互作用和制衡来调节种子的休眠状态和萌发能力[69]。如种子在经过吸胀作用

后，种子中的活胚以及非休眠胚会释放赤霉素到胚乳中，进而激活各种酶的活性，

包括淀粉酶、蛋白酶、葡聚糖酶以及核糖核酸酶，这些酶在糊粉层中发挥作用来

使种子萌发[70]；广泛的研究支持了种子发芽与产生乙烯是密切相关的这一观点。

乙烯在种子发芽过程当中不仅参与了氧化酶活性的调控，还通过抑制脱落酸的作

用来刺激植物种子的萌发[71]；油菜素内酯参与调节种子萌发的机理与乙烯类似，

其是通过拮抗脱落酸的作用与激活赤霉素生物合成通路中 GA 基因的表达来诱

导种子的萌发[72]。

近年来，内源性褪黑素与包括赤霉素、乙烯、油菜素内酯等在内的植物激素
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的串扰网络关系在各种植物中得到了一定数量的探讨与研究。如前文绪论部分提

到的，褪黑素与植物激素已经被证明在植物的生长发育过程当中存在一定的相互

作用关系，这已。被很多学者通过研究来证明[73]。如赤霉素可作为内源性诱导子

在诱导水稻幼苗和未成熟的种子合成内源性褪黑素的作用[74]；又比如乙烯通过启

动山核桃中对乙烯应答基因 CcEIN3，使后者通过结合其启动子来激活褪黑素生

物合成途径的基因，从而来调控内源性褪黑素的生物合成[32]；最后以及油菜素内

酯在诱导褪黑素合成中的作用。虽然关于植物激素诱导内源性褪黑素的合成已经

有了少量的研究提供了理论支撑，然而，目前有关植物激素调节青稞中内源性褪

黑素的研究还未见报道，所以关于植物激素与青稞中内源性褪黑素的相互作用关

系仍有待研究。

因此，维持一个良好的平衡和高度调节的种子休眠水平是确保种子在适宜的

时间和地点进行萌发的先决条件。及时发现并更新植物激素对青稞籽粒萌发过程

中的生长情况，以及对褪黑素富集作用的影响的知识是必要的。这能为我们提供

植物激素影响青稞萌发以及培育富含褪黑素的青稞种子进而开发高富含褪黑素

的功能性食品提供理论依据。因而在本章，采用了赤霉素、乙烯以及油菜素内酯

三种植物激素在不同浓度下对青稞籽粒进行萌发处理，研究在此条件下萌发青稞

的生长情况以及褪黑素富集情况。

2.2 实验材料与方法

2.2.1 实验材料

本实验以藏青 2000（青稞品种名）为实验材料，由西藏农牧学院提供

2.2.2 实验试剂

表 2-1 实验试剂

Table 2-1 Experimental reagents

试剂名称 规格 厂家

油菜素内酯 ≥90.0 % 阿拉丁生化科技股份有限公司

脱落酸 ≥90 % (HPLC) 阿拉丁生化科技股份有限公司

乙烯利 ＞90.0 %（HPLC） 阿拉丁生化科技股份有限公司

赤霉素 ＞90.0 %（HPLC） 阿拉丁生化科技股份有限公司

甲醇 AR 国药集团化学试剂有限公司
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试剂名称 规格 厂家

Plant MT ELISA / 上海桥杜生物科技有限公司

2.2.3 实验设备

表 2-2 实验设备

Table 2-2 Experimental equipment

设备名称 型号 厂家

电子天平 JY1002 上海精密科学仪器有限公司

种子发芽箱 YRG-150 上海合恒仪器设备有限公司

真空冷冻干燥机 LGJ-12 北京松源华兴科技有限公司

高速粉碎机 FW100 天津市斯泰特仪器有限公司

超声波清洗仪 030S 深圳市超洁科技实业有限公司

台式高速冷冻型微量离心机 D3024R 北京大龙兴创实验仪器有限司

酶标仪 1510 上海赛默飞世尔仪器有限公司

2.2.4 实验方法

2.2.4.1 油菜素内酯处理

挑选饱满无损伤的藏青 2000青稞籽粒，用无菌水冲洗掉杂质后在滤纸上滤

干，然后用 1 %的次氯酸钠溶液消毒 15 min。然后用无菌水冲洗 3-5遍后放置于

不同浓度的预先配置好的油菜素内酯溶液中浸泡 10h让种子水合，油菜素内酯溶

液的浓度为 0 μmol、50 μmol、100 μmol、200 μmol。水合处理完成后将青稞籽

粒置于智能种子培养箱中进行发芽，同时记录青稞籽粒的生长情况。每隔 24 h

收取长势一致的芽苗，在经真空冷冻干燥后研磨成粉末，过 80目筛后置于-20 ℃

冰箱备用。

2.2.4.2 赤霉素处理

种子的前处理同 2.2.4.1，将用无菌水消毒灭菌后的青稞种子放置于不同浓度

的预先配置好的赤霉素溶液中浸泡 10 h让种子水合，赤霉素溶液的浓度分别为 0

μmol、50 μmol、100 μmol、200 μmol。水合处理完成后将青稞籽粒置于智能种

子培养箱中进行发芽，同时记录青稞籽粒的生长情况。每隔 24 h收取长势一致

的芽苗，在经真空冷冻干燥后研磨成粉末，过筛后置于-20 ℃冰箱备用。

2.2.4.3 乙烯处理
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种子的前处理同 2.2.4.1，将用无菌水消毒灭菌后的青稞种子放置于不同浓度

的预先配置好的乙烯溶液中浸泡 10 h让种子水合，乙烯溶液的浓度分别为 0 μmol、

50 μmol、100 μmol、200 μmol。水合处理完成后将青稞籽粒置于智能种子培养箱

中进行发芽，同时记录青稞籽粒的生长情况。每隔 24 h收取长势一致的芽苗，

在经真空冷冻干燥后研磨成粉末，过筛后置于-20 ℃冰箱备用。

2.2.4.5 青稞籽粒萌发生理指标的测定

直尺手动测量青稞幼苗的胚根、胚芽长，并观察纪录青稞籽粒幼苗的生长。

2.2.4.6 青稞种子褪黑素含量的测定

褪黑素样品液的提取参考孟想[75]的方法：取 0.1 g事先制备好的青稞粉末于

离心管中，加入 2 mL 50%甲醇溶液充分摇匀震荡，并置于 4 ℃冰箱内过夜。然

后将样品液置于 25 ℃超声清洗仪中超声 30 min，8000 r/min的高速冷冻型微量

离心机中离心 30 min，收集上清液置于棕色离心管中保存。重复上述操作，合并

上清液并用 50 %甲醇溶液调整至 2 mL，所制得提取液用于测定褪黑素。

褪黑素含量的测定完全按照 Plant MT ELISA 试剂盒的说明书所述进行。首

先取出试剂盒中板孔在常温中静置 20 min，并设置标准品孔和待测样本孔。向标

准品孔中加入 50 μL不同浓度的标准品。向样本孔中加入 10 μL待测样本，然后

加入 40 μL样本稀释液。然后向标准品孔与待测样本孔中加入 100 μL辣根过氧

化物酶（HRP），封板膜封住反应孔，37 ℃烘箱中避光孵育 1 h。取出样板，弃

去反应样液，在吸水纸上拍干，用洗涤液重复洗板 5次。然后向反应孔中一次加

入 50 μLA液与 B液，置于 37℃烘箱中避光孵育 15 min。向反应孔中加入 50 μL

终止液，放置于酶标仪中测定标准品孔与样孔的 OD值，以标准品浓度为横坐标，

吸光度值为纵坐标绘制标准曲线并计算褪黑素的含量。

2.2.5 数据统计及分析

所有样本均设置 3组重复，结果以平均值±标准差表示。采用 SPSS22.0软

件进行数据分析处理；并用 Origin2018软件进行绘制图表。

2.3 结果及分析

2.3.1 油菜素内酯对萌发青稞中褪黑素含量的影响

如图 2-1所示，不同浓度的油菜素内酯溶液处理下的青稞幼苗在生长上有着

一定的差异性，50 μmol及 100 μmol在前三天能够促进青稞籽粒胚芽的生长。而
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浓度超过 100 μmol来到 200 μmol时，油菜素内酯溶液则会表现出对青稞幼苗生

长的抑制.油菜素内酯是一类主要的植物生长激素，被广泛认为是促进植物生长

和发育的关键调节因子，同时也参与着种子萌发的调控过程。它在后续植物胚胎

的发育及后续的细胞分裂当中仍扮演着一个重要的角色，它通过信号转导以及与

其他植物类激素相互作用来调控植物的生长[76]。在一定的阈值范围内，油菜素内

酯被认为是对植物有着良好的促进生长的作用。然而，过度的包括油菜素内酯的

植物激素的使用会抑制甚至损害植物的生长。显然，200 μmol的油菜素内酯溶液

的处理对青稞籽粒的生长发育造成了一定的抑制效果。图2-2也说明了这一表象。

不同浓度的油菜素内酯浓度影响了青稞幼苗的胚芽及胚根的发育程度，随着油菜

素内酯的浓度逐渐增加，青稞籽粒幼苗的发育受到一定的促进作用，而当浓度增

加到 200 μmol时，青稞籽粒胚芽的发育则受到抑制，长度明显减少。

如下图 2-3所示，研究结果表明，随着萌发天数的推进，青稞籽粒当中的褪

黑素都呈现先上升然后再下降的趋势。而与其它组不同的是，100 μmol浓度的油

菜素内酯溶液浸种后的青稞籽粒中，褪黑素在第三天时的含量来到最大为

19.42±0.33 ng/g，是对照组（CK，14.42±0.18 ng/g）的 1.34倍、是种子（11.46

±0.15 ng/g）的 1.69倍。目前，发芽已广泛应用于提高食用谷物种子的营养价值，

并且许多研究已经显示发芽对于改变谷物种子的理化性质具有显著影响[77]。以上

研究结果表明，油菜素内酯对青稞中褪黑素含量的变化也能产生一定的影响效果。

而这与 Hwang等[78]人的研究结果相似。他们发现，过外源油菜素内酯处理后，

水稻中有关几个褪黑素的生物合成基因包括 DWARF4、D11和 RAVL1的表达显

著提高，水稻当中内源性褪黑素的含量得到了明显的提升。
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图 2-1 油菜素内酯处理下青稞籽粒生长情况

Figure 2-1 Growth of hulless barley kernels under epibrassinolide treatment

注：每张图片从做到右油菜素内酯处理浓度分别为 0、50 μmol、100 μmol以及 200 μmol。

图 2-2 不同油菜素内酯处理对萌发青稞胚根及胚芽长度的影响

Fig.2-2 Effect of different epibrassinolide treatments on the length of sprouted barley radicle and

germination
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图 2-3 油菜素内酯处理对青稞籽粒褪黑素含量的影响

Fig. 2-3 Effect of epibrassinolide treatment on melatonin content in hulless barley

注：图中含有不同小写字母表示在同一油菜素内酯的浓度下不同发芽天数中青稞幼苗中褪黑

素含量之间的差异显著（p＜0.05）；图中含有的大写字母表示青稞幼苗在相同发芽天数下

不同油菜素内酯浓度处理中褪黑素含量差异显著（p＜0.05）。

2.3.2 乙烯对萌发青稞中褪黑素含量影响

如图 2-4，不同浓度的乙烯处理后的萌发青稞的生长情况跟油菜素内酯处理

后的结果相似，但有些许的不同。相同点都表现为在 50 μmol以及 100 μmol浓

度下，乙烯对于青稞幼苗胚根及胚芽的促增长效果较为明显，而当浓度继续增加

到 200 μmol时，相较对照，乙烯处理仍能表现为对青稞幼苗的促进作用，但结

果相较于前两组来看，这种促进作用不太明显。可能是因为 200 μmol浓度下的

乙烯处理还没有超过青稞幼苗所能承受的最大临界值，所以在这样浓度的处理下

仍表现为对胚芽胚根的促增长作用。作为一种植物当中少有的以气态形式存在的

植物激素，乙烯是调控种子休眠与萌发的重要因素。它可以通过调节植物中其它

两种植物激素（赤霉素、脱落酸）之间的相互平衡来实现对休眠种子的调节[79]。

而已有学者通过研究表明，这种作用是乙烯通过调节脱落素以及赤霉素的代谢以

及信号通路来实现的[80]。我们的研究结果观察到了乙烯处理能够刺激增长青稞幼
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苗的萌发，但具体涉及到的分子机制如是否通过调节赤霉素或者脱落酸的水平来

实现的，这需要以后进一步的实验。

目前，已有充分的研究表明褪黑素通过调节通路相关酶、受体以及转录因子

的表达，能够实现对生长素、赤霉素、细胞分裂素、脱落酸(ABA)、乙烯、茉莉

酸、水杨酸和油菜素内酯等植物激素的生物合成和分解代谢造成影响[81]。然而，

目前有关乙烯对植物的褪黑激素水平产生影响的研究还鲜有报道。在乙烯处理后

对青稞幼苗中褪黑素的影响实验我们可以看出，青稞籽粒中褪黑素的水平在不同

浓度的乙烯处理下都表现为先增加后减少的趋势。各组中褪黑素的含量都在处理

后第一天萌发时表现为最高，然后随着萌发时间的延长，褪黑素含量开始下降。

与对照组相比，50 μmol浓度乙烯处理下的发芽第一天青稞籽粒中褪黑素在各组

中表现最大，为 16.09±0.25 ng/g，是同期对照组（15.27±0.22 ng/g）的 1.05倍。

而当青稞芽苗生长到第 4、5天时，乙烯处理组（50 μmol、100 μmol与 200 μmol）

中褪黑素的水平甚至低于对照组中。这表明了乙烯处理对青稞中褪黑素的诱导效

果不明显，甚至会对褪黑素的富集造成抑制效果。而这可能是由于植物个体的差

异性所导致的结果。与 Hu等[82]人的研究结果相类似的是，他们发现在香蕉的采

后阶段，香蕉中内源性褪黑素表现出与乙烯相似的行为，并且外源褪黑素的处理

会直接导致香蕉中内源性乙烯的含量降低，褪黑素表现出对乙烯的抑制作用。而

这在另一篇报道当中也能得到相似的研究结果。内源性褪黑素通过降低乙烯的生

物合成来平衡自身的稳态，进而延缓西蓝花的衰老，延长西蓝花的贮藏寿命[83]。

这与 Chen等[32]人的研究结果相反，他们报道了乙烯能够调控山核桃中褪黑素的

生物合成。由此看来，不同种类的植物中，乙烯对植物个体中褪黑素的调控效果

是不同的，而导致这一结果不同的原因，则需要未来进一步的研究来揭示。
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图 2-4 乙烯处理下青稞籽粒生长情况

Fig. 2-4 Growth of hulless barley kernels under ethephon treatment

注：每张图片从做到右油菜素内酯处理浓度分别为 0、50 μmol、100 μmol以及 200 μmol。

图 2-5 不同浓度乙烯处理对萌发青稞胚根及胚芽长度的影响

Fig. 2-5 Effect of different concentrations of ethylene treatment on the length of sprouted barley

radicle and germ
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图 2-6 不同浓度乙烯处理对萌发青稞中褪黑素含量的影响

Fig. 2-6 Effect of different concentrations of ethylene treatment on melatonin content in

germinating barley

注：图中含有不同小写字母表示在同一乙烯的浓度下不同发芽天数中青稞幼苗中褪黑素含量

之间的差异显著（p ＜0.05）；图中含有的大写字母表示青稞幼苗在相同发芽天数下不同浓

度乙烯处理中褪黑素含量差异显著（p ＜0.05）。

2.3.2 赤霉素对萌发青稞中褪黑素含量影响

在种子发生吸胀作用后，赤霉素在种子的萌发过程当中扮演了重要的角色。

这一点，在我们的实验当中也能得到验证。如图 2-7，下图展示了在不同浓度（0、

50 μmol、100 μmol以及 200 μmol）的赤霉素处理下，青稞种子从第 1天开始一

直萌发到第 5天的生长情况。胚根在第一天开始从青稞种子中长出，而胚芽则从

第二天开始萌出。而相较对照组，不同浓度的赤霉素处理显然对青稞种子的生长

产生了影响。在 50 μmol的赤霉素处理下，青稞幼苗的胚根及胚芽的发育成都明

显由于处理组。然而当赤霉素处理浓度增加至 100 μmol甚至 200 μmol时，青稞

萌发效果较对照组而言不太明显，赤霉素处理的条件下胚根及胚芽长度相较对照

度没有明显的变化（图 2-8）。种子作为一个复杂的实体，包含了产生新组织所

需的所有遗传信息，而它的萌发，也是一个涉及到多种生理反应的复杂过程[84]。
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赤霉素对种子的萌发作用是通过克服部分与脱落酸（ABA）诱导的休眠有关的

限制以及克服胚胎周围组织的抗性，包括被和胚乳所赋予的抗性[85]。在本次研究

中，这种克服抗性的效果的确能够通过胚根胚芽的伸长来体现，而这是否与抵抗

ABA的作用来实现这一效果的，我们的研究暂时还不得而知。

在本次研究中，我们调查了在外源赤霉素的处理下，青稞籽粒当中内源性褪

黑素含量的变化情况，结果如图 2-9。总体上来看，赤霉素对于萌发青稞中褪黑

素的诱导效果并不明显，仅在 50 μmol处理（13.26±0.25）下第 0天时相较对照

组（11.70±0.28）有着明显的诱导作用，是对照组的 1.15倍左右。通常情况下，

植物正常生长过程中，内源性褪黑素的水平处于较低的状态，这提供了植物激素

作为植物褪黑激素受体功能的必要信号分子的支持[86]。第一章绪论部分已经提高

过，如今在植物当中，褪黑素能够对各类植物激素都具备一定的调控作用，而相

反，植物激素在诱导植物当中内源性褪黑素的作用也开始慢慢被发现并研究证实。

赤霉素对内源性褪黑素的调控作用在 Hwang 等[34]人的研究中得到了证实，他们

首次报道了赤霉素能够积极参与水稻当中褪黑素的生物合成，而这一效果与褪黑

素生物合成基因如 TDC3、T5H和 ASMT1的表达水平升高是密切相关的。在我

们的研究当中，我们观察到了在外源赤霉素的影响下，青稞籽粒中褪黑素仅在第

0天时有较低的增加，而随着发芽时间的增加，这一现象并没有更进一步的变化，

这可能是由于不同物种之间的差异性所导致的。

图 2-7 赤霉素处理下青稞籽粒生长情况

Fig. 2-7 Growth of barley kernels under gibberellin treatment

注：每张图片从做到右油菜素内酯处理浓度分别为 0、50 μmol、100 μmol以及 200 μmol。
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图 2-8 不同浓度赤霉素处理对萌发青稞胚根及胚芽长度的影响

Fig. 2-8 Effect of different concentrations of gibberellin treatments on the length of sprouted

barley radicle and germination

图 2-9 不同浓度赤霉素处理对萌发青稞中褪黑素含量的影响

Fig. 2-9 Effect of different concentrations of gibberellin treatments on melatonin content in

sprouted barley

注：图中含有不同小写字母表示在同一赤霉素的浓度下不同发芽天数中青稞幼苗中褪黑素含

量之间的差异显著（p ＜0.05）；图中含有的大写字母表示青稞幼苗在相同发芽天数下不同

浓度赤霉素处理中褪黑素含量差异显著（p ＜0.05）。
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2.4 本章小结

本章探究了三种不同植物激素油菜素内酯、赤霉素以及乙烯的外源处理下，

萌发青稞的生长情况以及褪黑素富集情况。结果表明：

1.油菜素内酯、赤霉素以及乙烯在不同的浓度下对青稞幼苗的生长情况的影

响是不同的 50 μmol以及 100 μmol的浓度下能够明显促进青稞幼苗胚根以及胚

芽的生长，而在 200 μmol浓度下则会表现出对青稞幼苗生长的抑制作用；乙烯

表现出的作用与油菜素内酯相似，都表现为低浓度下（50 μmol与 100 μmol）下

外源处理能够促进青稞幼苗的生长，促进胚根及胚芽的发育；而赤霉素不同于油

菜素内酯与褪黑素，只在 50 μmol的浓度下表现出对青稞幼苗生长的促进作用，

100 μmol及 200 μmol下则会表现出抑制作用。

2. 三种植物激素的处理下，油菜素内酯对于青稞幼苗中褪黑素富集效果最

好，在第三天时达到最大，为 19.42±0.33 ng/g，是对照组（CK，14.42±0.18 ng/g）

的 1.34倍、是种子（11.46±0.15 ng/g）的 1.69倍。在 50 μmol浓度的乙烯处理

下的发芽第一天青稞幼苗中褪黑素在各组中表现最大，为 16.09±0.25 ng/g，是

同期对照组（15.27±0.22 ng/g）的 1.05倍；在 50 μmol赤霉素处理（13.26±0.25）

下第 0天时相较对照组（11.70±0.28）对青稞幼苗中褪黑素有着明显的诱导作用，

是对照组的 1.15 倍左右。通过比较的结果来看，乙烯与赤霉素对诱导青稞幼苗

中褪黑素富集的效果远不如油菜素内酯。
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第 3章 外源油菜素内酯对萌发青稞生理代谢的影响

3.1 前言

近几年来，发芽因其能够增加谷物中的营养而受到人们极大的关注。谷物萌

发是一个涉及到多种因素的复杂过程，并且其会对谷物的营养特性以及消化特性

[87]。青稞作为一种富含优越的营养价值与健康益处的谷物，它的发芽能够对青稞

种子中的淀粉、蛋白质、多糖以及包括褪黑素在内的功能活性物质产生显著的影

响。

目前，油菜素内酯（BRs）被广泛报道在植物抗逆性过程发挥的作用，如

BRs在提高菊花抗旱性方面的作用[88]；对干旱胁迫下玉米幼苗生理生化和抗旱机

制的保护作用[89]；在提高茶树抗寒性方面的保护作用[90]；在提升豇豆耐盐性方

面的作用[91]以及保护竹笋避免冷害提升低温抗性方面的作用等等。此外 BRs对

于植物生长发育的促进作用也已得到了很多研究的证明。而 BRs 对于调控植物

中功能活性物质的相关研究却鲜有报道。研究表明 BRs在植物营养部位分布的

程度显著高于植物的生殖组织，这表明 BRs或许对植物中的营养成分具有着重

要的作用。而近年来，很多学者报道了 BRs对于植物的次生代谢有着显著的影

响，周伟江[92]在他的研究中发现油菜素内酯能够调节水稻幼苗中的一些功能物质

如可溶性糖、可溶性蛋白以及部分游离的氨基酸，和一些酶的活性（过氧化氢酶、

过氧化物酶以及超氧化物歧化酶）来增强其抵抗低温的能力；Qian 等[93]油菜素

内酯在植物响应碱胁迫下的作用，发现外施油菜素内酯能够减弱MDA对高粱造

成的负面影响。虽然如今已有很多研究报道了油菜素内酯在植物生长以及抗逆过

程中发挥的作用，但是关于油菜素内酯如何影响萌发青稞中的生理代谢却鲜有报

道。

因此本章研究外源油菜素内酯处理对萌发青稞中一些功能活性成分的影响，

探明在不同油菜素内酯溶液处理下，萌发青稞中β-葡聚糖、γ-氨基丁酸、总酚、

总黄酮、总淀粉以及丙二醛的影响的变化规律。

3.2 实验材料与方法

同 2.2.1。
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3.2.1 实验试剂

表 3-1 实验试剂

Table 3-1 Experimental reagents

试剂名称 规格 厂家

油菜素内酯 ≥90.0 % 阿拉丁生化科技股份有限公司

支链淀粉 来自玉米 阿拉丁生化科技股份有限公司

直链淀粉 玉米来源 阿拉丁生化科技股份有限公司

福林酚试剂 BR 国药集团化学试剂有限公司

甲醇 AR 国药集团化学试剂有限公司

碳酸钠，无水 AR 国药集团化学试剂有限公司

亚硝酸钠 AR 国药集团化学试剂有限公司

硝酸铝，九水 AR 国药集团化学试剂有限公司

盐酸 AR 国药集团化学试剂有限公司

碘化钾 AR 国药集团化学试剂有限公司

碘 AR 国药集团化学试剂有限公司

氢氧化钠 AR 国药集团化学试剂有限公司

三氯乙酸 AR 国药集团化学试剂有限公司

乙二胺四乙酸二钠盐，二水 AR 国药集团化学试剂有限公司

2-硫代巴比妥酸 AR 国药集团化学试剂有限公司

PLANT β-GLUCANS ELISA KIT / 上海桥杜生物科技有限公司

PLANT GABA ELISA KIT / 上海桥杜生物科技有限公司

3.2.2 实验设备及仪器

表 3-2 实验设备

Table 3-2 Experimental equipment

设备名称 型号 厂家

电子天平 JY1002 上海精密科学仪器有限公司

种子发芽箱 YRG-150 上海合恒仪器设备有限公司

真空冷冻干燥机 LGJ-12 北京松源华兴科技有限公司

高速粉碎机 FW100 天津市斯泰特仪器有限公司
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设备名称 型号 厂家

超声波清洗仪 030S 深圳市超洁科技实业有限公司

台式高速冷冻型微量离心机 D3024R 北京大龙兴创实验仪器有限司

酶标仪 1510 上海赛默飞世尔仪器有限公司

紫外分光光度计 UV-520 上海元析仪器有限公司

pH计 SX-610 上海三信仪表厂

3.2.3 实验方法

3.2.3.1 油菜素内酯处理

油菜素内酯溶液处理青稞籽粒同 2.2.4.1

3.2.3.2 样品液的提取

β-葡聚糖以及 GABA样品的提取同 2.2.4.6

3.2.3.2 支链淀粉与直链淀粉含量的测定

青稞中直链淀粉与支链淀粉的测定参考[94] T/QAS 076-2022的标准进行测定，

采用双波长法来测定萌发青稞中的总淀粉的含量。首先按照 T/QAS 076-2022中

说明标准绘制直链淀粉与支链淀粉的标准曲线，然后取样品液 1.0 mL样品溶液

分别装入 25 mL烧杯中，其中一份作为样品空白对照液，另一份作为样品测定

液。每个烧杯中加入 15 mL纯水，并使用 0.1 mol/L盐酸溶液将 pH调节至 3.0。

然后向样品测定液中加入 0.75 mL碘试剂，空白及对照液中不加。然后将两个烧

杯中的溶液分别转移至两个 25 mL容量瓶中，将烧杯用水洗涤 3次后，将洗涤

液一并转移至相应的容量瓶中，最后加水稀释至刻度，并摇匀混合。静置 5 min

后分别在 624 nm、425 nm波长处测定直链淀粉吸光度，在 536 nm、750 nm波

长处测定支链淀粉吸光度，最后根据吸光度值的差值通过标准曲线计算出样品中

直链淀粉以及支链淀粉的含量，二者之和即为总淀粉的含量。

3.2.3.3 总黄酮含量的测定

总黄酮含量的测定参考徐宁莉[95]等人的方法并略作修改。从 3.2.3.2中提取

的样液中取 0.5 mL后，随后将其与 2 mL超纯水和 0.3 mL5 % 亚硝酸钠溶液混

合。混合后静置 6分钟，随后加入 0.3毫升 10 %硝酸铝溶液，再次静置 6分钟。

接着加入 2 mL浓度为 1 mol/L的氢氧化钠，然后将混合物旋转并静置 10分钟。

然后立即使用紫外分光光度计在 510 nm处测量吸光度。以芦丁浓度为横坐标，
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吸光值为纵坐标绘制标准曲线计算样品中总黄酮的含量。

3.2.3.4 总酚含量的测定

总酚含量的测定参考 Shen[96]等人的方法并略作修改，采用比色法进行测定。

首先取样品液 0.2 mL依次添加 1 mL福林-酚试剂以及 0.5 mL7%碳酸钠溶液。并

于室温避光下静置 30 min，然后在 765 nm处测量样品的吸光度值，以没食子酸

浓度为横坐标，吸光值为纵坐标绘制标准曲线计算样品中总酚的含量。

3.2.3.5 β-葡聚糖含量的测定

首先，从取3.2.3.2中的提取液，然后通过PLANT β-GLUCANS ELISAKIT 试

剂盒来测定样品中β-葡聚糖含量。操作步骤严格按照试剂盒说明书所述进行，以

标准品浓度为横坐标，吸光值为纵坐标绘制标准曲线并计算样品中β-葡聚糖的含

量。

3.2.3.6 γ -氨基丁酸（GABA）含量的测定

操作步骤同 3.2.3.5，通过 PLANT GABA ELISA KIT 试剂盒来测定样品中

GABA的含量，操作步骤严格按照试剂盒说明书所述进行，以标准品浓度为横坐

标，吸光值为纵坐标绘制标准曲线并计算样品中 GABA的含量。

3.2.3.7 丙二醛（MDA）含量的测定

萌发青稞中丙二醛（MDA）含量的测定采用硫代巴比妥酸法进行测定[97]。

首先取萌发青稞幼苗 2 g置于研钵中，加入 2 mL5 %的三氯乙酸溶液充分研磨后

转入离心管，然后用 3 mL5 %三氯乙酸溶液洗涤研钵合并样液到离心管中。将匀

浆在 3000 r/min台式高速冷冻型微量离心机中离心 10 min，然后取上清液 2 mL

加入 2 mL0.6 %的硫代巴比妥溶液，摇匀后在沸水浴中反应 15 min后离心，取上

清液到 532 nm、600 nm以及 450 nm处测定吸光度值，并根据公式计算青稞幼苗

中MDA的含量。

3.2.4 数据与分析

所有样本均设置 3组重复，结果以平均值±标准差表示。采用 SPSS22.0软

件进行数据分析处理；并用 Origin2018软件进行绘制图表。

3.3 结果与分析

3.3.1 油菜素内酯对萌发青稞中β-葡聚糖含量的影响

β-葡聚糖是一种广泛存在于谷物的一种富有极高营养价值的可溶性膳食纤
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维物[98]。其具有良好的理化性质以及生理活性，能够改变人体肠道中微生物群的

组成以及通过形成凝胶来减缓淀粉的消化以及葡萄糖的吸收速度，这对减少餐后

血糖反应具有着重要的意义[99]。在本次研究中，如图 3-1我们能够观察到，在青

稞种子浸种开始萌发后，对照组与处理组中青稞幼苗中整体β-葡聚糖水平在第一

天达到最高，其中在 100 μmol的外源油菜素内酯处理作用下，β-葡聚糖的含量

达到最大，为 13.07±0.16 μg/g，相较对照组提高 1.88 μg/g左右。然后随着发芽

时间的延长，青稞幼苗中β-葡聚糖的含量开始逐渐下降。而这，或许与油菜素内

酯能够调控β-葡聚糖的合成有关，在后面第四章的实验内容中，通过转录组学，

我们验证了油菜素内酯的这一作用。这与 Al-Ansi 等[100]人的研究相似，他们报

道了在青稞萌发过程中，β-葡聚糖的浓度会略有下降。而这可能与谷物发芽过程

当中一些酶类的激活所导致的谷物中淀粉类物质受到破坏有关[101]。有趣的是，

我们发现在油菜素内酯处理过后，萌发青稞中β-葡聚糖较对照组都有明显的提升，

并且随着萌发时间的延长，β-葡聚糖被降解的作用也得到了一定缓解。目前，有

关油菜素内酯调节植物当中β-葡聚糖的研究鲜有报道，我们猜测这可能与油菜素

内酯对一些淀粉酶、聚糖酶的调节有关。袁红梅等[102]研究了在 Nacl胁迫下，油

菜素内酯对亚麻种子萌发生理特性的影响，得出了外源油菜素内酯的处理能够提

高β-1,3-葡聚糖酶等酶活性的结论，这也许是 BRs能够提高青稞籽粒中β-葡聚糖

的含量以及缓解萌发青稞中β-葡聚糖降解的机制。
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图 3-1 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中β-葡聚糖含量的影响

Fig. 3-1 Effect of different concentrations of brassinolide treatments on β-glucan content in

sprouted barley

3.3.2 油菜素内酯对萌发青稞中 GABA含量的影响

在本研究当中，我们研究了外源油菜素内酯处理对萌发青稞中 GABA 含量

变化的影响，结果如图 3-2所示。随着发芽时间的延长，青稞中 GABA 的含量

开始逐渐上升，且 200μmol浓度下油菜素内酯处理效果最好，在第 5天时 GABA

含量来到最大，为 16.80±0.30μg/g，相较对照提升了 2.34μg/g。萌发处理能够有

效提升青稞幼苗当中 GABA的含量。而研究表明，这一过程中 GABA含量的增

加与谷氨酸脱羧酶（GAD）的激活有着密切的关系，GAD能够在种子萌发过程

当中将 I-谷氨酸催化生产 GABA[103]。油菜素内酯对植物的生长促进作用以及生

理代谢调节作用已经得到了广泛的报道，而目前有关外源油菜素内酯对于植物中

GABA含量影响的研究还很有限。Nejad等[104]通过实验发现，BRs的预处理能够

显著改善南瓜幼苗在盐胁迫下所受到的不利影响，并且南瓜幼苗中 GABA 的含

量得到了显著的提升。谷氨酸是 GABA 的前体物质，Xu[105]的研究结果表明，油

菜素内酯能够参与诱导谷氨酸合成的生物过程当中，这也许是目前能够解释外源

油菜素内酯处理下青稞中 GABA含量能够得到提升的一项证据。
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图 3-2 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中 GABA含量的影响

Fig. 3-2 Effect of different concentrations of brassinolide treatments on GABA content in

germinating barley

3.3.3 油菜素内酯对萌发青稞中总黄酮含量的影响

下图 3-3 为不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中总黄酮含量的影响。结果

表明，总黄酮含量随着青稞种子萌发时间的延续而不断增加，到第五天时达到最

大。总体上来看，50 μmol以及 100 μmol外源油菜素内酯成功促进了萌发青稞中

总黄酮的积累，而 200 μmol对其作用效果不太明显。其中，以 100 μmol外源油

菜素内酯处理下的萌发青稞中，总黄酮含量达到最大，为 8.33±0.18 mg/g，是无

菌水处理组（4.68±0.24 mg/g，CK）的 1.78倍。黄酮类化合物是一类具有高度

多样化性，且普遍存在于高等植物当中的次生代谢物，目前已鉴定其种类多达

9000种以上。黄酮类化合物对植物在生理、生物化学和生态学方面具有着广泛

的功能，如防护紫外线、调节花的颜色、调节种间相互作用以及植物防御等等[106]。

近年来，研究发现油菜素内酯对于植物当中黄酮类化合物的生物合成具有着显著

的调控作用[107]。孙嘉华等[108]的研究表明，对不同葡萄果实施用外源 24-表油菜

素内酯之后，葡萄果实中的总黄酮含量相比未施用的显著提高了 37.9 %；Zheng

等[109]人也得到相似的研究结论，他们发现外源油菜素内酯的处理能够上调与类
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黄酮生物合成与转运结构有关基因表达水平，从而来促进水果当中黄酮类化合物

的积累。

图 3-3 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中总黄酮含量的影响

Fig. 3-3 Effect of different concentrations of brassinolide treatments on total flavonoid content in

sprouted barley

3.3.4 油菜素内酯对萌发青稞中总酚含量的影响

油菜素内酯对萌发青稞中总酚含量的影响如下图 3-4，和 3.4.3中总黄酮所得

到结果相似，随着青稞籽粒萌发期的延长，青稞幼苗中整体总酚的含量呈现先升

高后下降的趋势。而相较于对照无菌水处理组来看，外源油菜素内酯的处理能够

在一定程度上刺激青稞中总酚的积累，最能体现的就在 50 μmol的油菜素内酯处

理下，萌发青稞在第五天时积累总酚的含量达 2.88±0.10 mg/g，相较对照组提升

0.31 mg/g左右。酚类物质是所有植物中普遍存在的次生代谢产物，它包括单酚

类、羟基苯甲酸和肉桂酸衍生物、类黄酮、香豆酚和单宁等。油菜素内酯作为调

节植物生理代谢具有重要作用的一种调节剂，近年来其在提高植物中总酚等酚类

物质的作用被很多研究所报道[110]。Wu[111]在他们的研究中发现了油菜素内酯处理

能够显著提高采后绿竹笋中总酚的含量以及抗氧化性。而 Xue等[112]的研究也表

明了外源油菜素内酯处理在显著提高豆芽中总酚含量的作用。而导致这一现象的

原因，可能是油菜素内酯能够促进一些与酚类代谢有关的基因的表达有关。
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图 3-4 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中总酚含量的影响

Fig. 3-4 Effect of different concentrations of brassinolide treatments on total phenol content in

sprouted barley

3.3.5 油菜素内酯对萌发青稞中总淀粉含量的影响

青稞种子的萌发能够显著改变其淀粉的结构、理化性质以及形态特征[113]。

在本次的研究当中，随着青稞籽粒萌发时间的延长，直链淀粉与支链淀粉在含量

的变化上表现出了不同的变化趋势。首先是直链淀粉，萌发导致直链淀粉的含量

不断下降，这在对照以及外源油菜素内酯处理组中都表现出了这种趋势。而对于

支链淀粉，对照组与外源油菜素内酯处理组中支链淀粉的含量都表现出先上升后

下降的趋势。而值得注意的是，在直链淀粉与支链淀粉含量变化过程中，外源油

菜素内酯处理下的青稞萌发幼苗当中，淀粉的分解作用都得到了一定的缓解，尤

其是在 200 μmol下表现效果最好，这说明了外源油菜素内酯能够在青稞萌发过

程中，一定程度上阻止其幼苗当中淀粉的分解作用。这与 Guo等[114]的研究结果

相似，他们在对油菜素内酯(BR)对球茎形成和发育的调控作用的研究中发现，外

源油菜素内酯处理能够降低 BMA（β-淀粉酶）以及 ISA 基因的表达来降低淀粉

向麦芽糖的分解代谢作用。然而，当植物受到非生物胁迫时，油菜素内酯又会表

现出激活 BMA信号来加速将淀粉分解为糖类来抵御胁迫所带来的侵害[115]。
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图 3-5 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中直链淀粉含量的影响

Fig. 3-5 Effect of different concentrations of brassinolide treatment on the content of

straight-chain starch in sprouted barley

图 3-6 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中支链淀粉含量的影响

Fig. 3-6 Effect of different concentrations of brassinolide treatment on branched-chain starch

content in sprouted barley

3.3.6 油菜素内酯对萌发青稞中丙二醛（MDA）含量的影响
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丙二醛作为一种多不饱和脂肪酸氧化以及花生四烯酸代谢的产物，是植物体

内发生氧化应激的生物标志物之一。当植物在从发育过程走向衰老时，其体内会

伴随着脂质的氧化作用，而MDA则能够反应这一过程的强弱[116]。在本次的研

究中，我们观察到随着青稞籽粒萌发天数的增加，青稞中MDA的含量逐渐升高。

种子在萌发的过程当中，由于与代谢有关的生理活动的增加以及环境因素的影响，

会导致膜脂的过氧化作用增强，因而导致植物中MDA含量的增加[117]。本次的

研究中，我们发现在外源油菜素内酯溶液的处理下，青稞幼苗中的MDA的含量

随着时间的延长而增加，然而相较于对照组，其含量明显普遍更低，这也许说明

了油菜素内酯对于防止种子萌发过程当中MDA的增加或脂质的氧化具有一定的

抑制作用。Shu[118]等人报道了油菜素内酯在 NaCl 胁迫下对对棉花生长、Na+积

累、脯氨酸含量、MDA含量、抗氧化酶活性和棉花根系差异表达基因(DEGs)的

影响，发现油菜素内酯通过改善棉花根系活性，以及降低MDA等物质的含量来

缓解 NaCl；此外，Ahammed[119]也报道了外源施用油菜素内酯可以降低丙二醛

(MDA)含量以让水稻适应盐胁迫。由此看来，外源施用油菜素内酯能够一定程度

上阻止青稞幼苗在萌发过程当中增强其抗氧化性，减缓脂质的氧化效应。

图 3-7 不同浓度油菜素内酯处理对萌发青稞中丙二醛含量的影响

Fig. 3-7 Effect of different concentrations of brassinolide treatment on malondialdehyde content in

sprouting barley
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3.4 本章小结

本章研究了在不同油菜素内酯溶液 0、50 μmol、100 μmol以及 200 μmol的

浓度下，对青稞幼苗中一些功能物质的影响，结果表明：外源油菜素内酯处理对

青稞中β-葡聚糖、γ-氨基丁酸、总酚、总黄酮、总淀粉以及丙二醛都产生了一定

的影响。外源油菜素内酯在 100 μmol浓度下能够促进青稞幼苗在第一天积累β-

葡聚糖含量达到最大，为 13.07±0.16 μg/g，相较对照组提高 1.88 μg/g左右；对

萌发青稞幼苗中 GABA 含量积累也具有一定的促进作用，在 200 μmol浓度下青稞

萌发第 5天时含量最大，为 16.80±0.30 μg/g，相较对照提升了 2.34 μg/g；外源

油菜素内酯处理对于萌发青稞幼苗中总酚总黄酮的积累也具有一定的促进作用，

分别在 100 μmol浓度处理下第六天总黄酮含量达到最大，为 8.33±0.18 mg/g，

是无菌水处理组（4.68±0.24 mg/g，CK）的 1.78 倍以及在 50 μmol的浓度处理

下，在第五天时积累总酚的含量达最大为 2.88±0.10 mg/g，相较对照组提升 0.31

mg/g左右；同时，油菜素内酯的处理对萌发青稞中直链淀粉与支链淀粉的含量

具有一定的作用，表现为在 200 μmol对青稞中阻止其幼苗当中直链淀粉与支链

淀粉的分解作用；此外，外源油菜素内酯能够表现出对青稞籽粒在萌发过程产生

丙二醛的抑制作用，能够一定程度上缓解青稞在萌发过程中的脂质氧化。
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第 4章 外源油菜素内酯影响青稞褪黑素富集的转录组分析

4.1 前言

转录组是指研究特定某一功能状态下细胞所能产出的所有转录产物的几何，

对于帮助我们理解生物体生长发育机制以及疾病的发生机制上发挥着重要的作

用。如今，转录组的主要测序方法—RNA-seq凭借其灵敏度高、通量大以及速度

快等优势在植物领域内取得了广泛的应用拓展。

转录组学在植物方面的应用已有很多报道，如 Shi[120]借助转录组学，成功揭

示了褪黑素通过调节参与氮代谢、主要碳水化合物代谢、三羧酸(TCA)/org转化、

运输、激素代谢、金属处理、氧化还原和次生代谢的基因的过度表达来提高百慕

大草的抗盐、抗寒性；Cao等[121]通过转录组学的方法，发现褪黑素能够通过调

节谷胱甘肽代谢和上调部分金属离子转运基因来缓解苹果受到的营养胁迫并促

进对营养物质的吸收和利用；Hu等[122]通过转录组学，揭示了褪黑素在调节甜瓜

种子的生长发育与代谢来应对重金属铜的胁迫。以上表明了，转录组学作为一种

有效的方法，在揭示植物中褪黑素的生理作用方面发挥了重要的作用。

本章实验采用 RNA-seq 的转录组的方法，对三组样本 BR、C、S进行转录

组测序，定量分析三组之间差异表达基因，并找到外源油菜素内酯作用下，青稞

幼苗中与褪黑素生物合成有关的关键基因。

4.2 材料与方法

4.2.1 实验材料

同 2.2.1。

4.2.2 实验设计

本实验采用青稞种子为原材料，在 100 μmol浓度的油菜素内酯溶液浸种 10 h

后进行萌发实验，以无菌水处理以及青稞籽粒作为对照。收取实验组与对照组在

第三天的芽苗以及青稞籽粒作为后续转录组实验材料。收取样本时候，立即放入

液氮冷冻，存于-80℃冰箱中用于后续测序分析。油菜素内酯处理、对照无菌水

处理以及青稞籽粒分别标记为 BR、C、S。

4.2.3 RNA提取和文库构建
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青稞样本采用 CTAB-PBIOZOL 进行提取总 DNA。提取成功后的 RNA 加

入 50 µL DEPC 处理过的水溶解。随后，使用 Qubit 荧光定量仪和 Qsep400 高

通量生物片段分析仪对总 RNA 进行了鉴定和定量。

mRNA文库的构建分为以下几个步骤：1、利用真核生物大部分 mRNA 都

带有 polyA 尾的结构特征，通过 Oligo(dT)磁珠富集带有 polyA 尾的 mRNA；

2、然后将纯化后的 mRNA 在适当温度下用片段缓冲液裂解成小片段；3、使用

随机六聚体引物反转录生成第一链 cDNA；4、合成第二链 cDNA（链特异性文

库：二链合成时，使用 dUTP 代替 dTTP，使 cDNA 第二链中；5、进行测序

接头连接（Adapter Ligation），连接完成后进行 DNA 磁珠纯化和片段选择，获

得 250-350bp 的插入片段的文库；6、将连接产物进行 PCR 扩增，并再次使用

DNA 磁珠纯化扩增产物，用 Nuclear Free Water 溶解产物；7、文库初步构建完

成后，先使用 Qubit 荧光定量仪进行浓度检测，随后使用 Qsep400 高通量生物

片段分析仪进行片段大小检测；8、将 PCR 获得的双链 DNA 文库进行单链环

化处理，得到单链环状 DNA 文库；9、最终文库上机前用 phi29 进行扩增，制

成一个分子 300 多个拷贝的 DNA 纳米球(DNB)，将 DNB加载到测序芯片中，

在 BGI 测序平台上进行测序。本次测序分析由武汉迈维代谢生物技术公司完成。

4.2.4 上机测序

待样品库检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需求

pooling 后进行 Illumina 测序, 并产生 150bp 配对末端读数。测序的基本原理

是边合成边测序（Sequencing by Synthesis）。在测序的 flow cell 中加入四种荧

光标记的 dNTP、DNA 聚合酶以及接头引物进行扩增，在每一个测序簇延伸互

补链时，每加入一个被荧光标记的 dNTP 就能释放出相对应的荧光，测序仪通

过捕获荧光信号，并通过计算机软件将光信号转化为测序峰，从而获得待测片段

的序列信息。

4.3 转录组数据统计与分析

4.3.1 数据质控

使用 fastp对原始数据进行过滤，主要去除带接头（adapter）的 reads；当任

一测序 reads中 N含量超过该 reads 碱基数的 10 %时，去除此 paired reads；当

任一测序 reads中含有的低质量（Q ≤20）碱基数超过该条 reads碱基数的 50%
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时，去除此 paired reads。后续所有分析均是基于 clean reads。

4.3.2 转录本组装及预测

使用 Trinity对 clean reads 进行转录本组装，使用 Corset 对组装得到的转录

本进行聚类去冗余。然后使用TransDecoder对Trinity组装得到的转录本进行CDS

预测，得到转录本对应的氨基酸序列。

4.3.3 对基因表达水平进行定量

每千碱基的转录物片段数（FPKM）是目前最常用的估计基因表达水平的方

法，本次转录实验以 FPKM作为基因表达的指标。使用 RSEM 软件计算转录本

的表达量，然后根据转录本长度计算每个转录本的 FPKM。FPKM计算公式如

下：

FPKM=
mapped fragments of transcript

Total Count of mapped fragments Millions ×Length of transcript (kb)
4.3.4 差异基因的筛选及分析

对于样本的生物学重复使用 DESeq2 进行两组之间的差异表达分析并获得

两个生物学条件之间的差异表达基因集。使用 Benjamini & Hochberg 方法校正

P值。校正后的 P 值以及 |log2foldchange| 作为显著差异表达的阈值。差异基因

的筛选条件为 |log2Fold Change| ≥ 1，且 FDR < 0.05。

通过 GO和 KEGG富集分析鉴定差异基因的功能，并利用WGCNA进行加

权基因共表达网络分析，将表达模式相同的基因聚类到不同的模块当中。

4.3.5 数据处理

使用 Excel2016对数据进行处理，使用 SPSS22.0进行方差分析，以 P值<0.05

为差异显著的标准，使用 Origin2018绘图。转录组数据的处理及绘图均在迈维

代谢云平台上完成。

4.4 结果与分析

4.4.1 转录组测序质量控制与组装结果分析

对萌发青稞幼苗在油菜素内酯溶液（100 μmol）处理、无菌水对照处理以及

无任何处理的青稞籽粒进行转录组测序。在经过原始数据过滤、测序错误率检查、

GC含量分布检查后，获得后续分析使用的 clean reads。如下表所示，在经过质

量控制之后，包含三个技术重复的 3组样品共得到 74.09Gb的 Clean Data，各个

样品中 Clean Data均在 7Gb以上。Q20碱基百分比在 98.04以上，Q30碱基百分
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比在 94.46以上。GC含量超过 55.03 %。以上表明了这三组样品的转录组测序结

果符合要求，能够进行后续一步的分析。

表 4-1 青稞籽粒转录组测序评估统计

Table 4-1 Statistics of transcriptome sequencing assessment of barley kernels

Sample
Raw

Reads

Clean

Reads

Clean

Base(G)

Error Rate

(%)
Q20(%) Q30(%)

GC Content

(%)

BR-1 52903730 49955916 7.49 0.01 98.36 95.39 55.47

BR-2 70654166 67140896 10.07 0.01 98.56 95.93 55.45

BR-3 61450992 58215438 8.73 0.01 98.51 95.75 55.56

C-1 58978472 54761510 8.21 0.01 98.44 95.62 55.4

C-2 55729376 51590116 7.74 0.01 98.04 94.46 55.45

C-3 49794548 46850750 7.03 0.01 98.37 95.37 55.4

S-1 63441004 59077154 8.86 0.01 98.24 95.14 55.03

S-2 55975890 52535660 7.88 0.01 98.29 95.24 54.66

S-3 58193530 53866672 8.08 0.01 98.28 95.25 55.06

4.4.2 基因表达定量分析

通过计算三个处理组（BR、C、S）中所有基因的 FPKM值后，绘制基因表

达量箱线图以及基因表达量分布图（图 4-1）。如图 4-1 A中，图中横坐标代表

不同的样品；纵坐标表示样品表达量 FPKM的对数值。图 4-2 B中，不同颜色的

曲线代表不同的样品，曲线上点的横坐标表示对应样品 FPKM的对数值，点的

纵坐标表示概率密度。由上图可以看出，三个比较组组内平行基因的表达水平在

同一水平线上基本相似，而三组组间之间的基因表达量具有一定的差异。
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图 4-1 基因表达量箱线图（A）与基因表达量密度分布图（B）

Fig. 4-1 Box line plot of gene expression (A) vs. density distribution of gene expression (B)

4.4.3 样品相关性分析及主成分分析

皮尔逊相关性分析是一种衡量变量之间线性关系强度和方向的一种统计学

方法，如今被越来越广泛应用到生物学重复性评价当中。对于 BR、C和 S三组

来看，同一样品处理组之间的皮尔逊系数均在 0.97以上，生物学重复样品之间

的相对系数较高，这说明了三组青稞籽粒转录组样品的数据结果较为可靠。

A

B
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主成分分析（PCA）可以直观的反应各个样本之间的相似性。如果样本的点

聚在一起，那么就说明这几个样本之间的相似性高。生物学重复内样品聚在一起，

说明组内重复性好。将来自高通量仪器分析的数据通过主成分分析（PCA）可视

化表示，可以揭示生物样品聚类的相似性和差异性。因此，采用 PCA对收集到

的转录组数据进行识别，可以很好的观察到三组样品（BR、C、S）之间的差异。

如图 4-3所示，第一主成分将 9 个样品分成了两组，S组与 BR、C集合组，可

信度为 53.77 %；第二主成分将 9个样品分成了三组，可信度为 13.35 %。BR、

C和S三组样品较好的被分成了三个区域，并且各组样品的生物学重复分布紧密，

组内差异较小，实验的数据较为稳定可靠。这表明了油菜素内酯处理对青稞籽粒

中的转录组有着显著的影响。

图 4-2 三组不同处理的青稞籽粒转录样本的相关性分析

Fig. 4-2 Correlation analysis of barley seed transcript samples from three different treatment

groups
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图 4-3 三组不同处理的青稞籽粒转录样本的主成分分析

Fig. 4-3 Principal component analysis of transcript samples from three groups of barley kernels

with different treatments

4.4.4 基因功能注释

使用 DIAMOND BLASTX 软件将转录组组装所获取的基因序列与 KEGG、

NR、Swiss-Prot、GO、COG/KOG、Trembl数据库比对，对差异基因的氨基酸序

列进行预测后使用 HMMER软件与 Pfam数据库进行比对，以获取差异基因的注

释信息。将三组样本（BR、C、S）的青稞籽粒转录组信息在以下 6大数据库中

进行注释（表 7），发现在 NR数据库中的注释最多，共 64542个基因，占总基

因注释结果的 82.43 %；其次在三个常见的功能注释数据 KEGG、GO、Swiss-Prot

中分别注释了 4470.2个（57.09 %）、48342个（61.74）以及 42537个（54.43 %）。

以上结果表明了，本次测序的数据质量可靠，可用于后续进一步的分析。

表 4-2 青稞籽粒转录组功能注释

Table 4-2 Functional annotation of barley seed transcriptome

数据库

Database

基因数量

Number of Genes

占比

Percentage (%)
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数据库

Database

基因数量

Number of Genes

占比

Percentage (%)

KEGG 44702 57.09

NR 64542 82.43

Swiss-Prot 42537 54.33

TrEMBL 62649 80.01

KOG 33339 42.58

GO 48342 61.74

Pfam 43602 55.69

Annotated in at least one Database 66661 85.14

Total Unigenes 78297 100

4.4.5 不同青稞籽粒样本差异表达基因分析

在使用 DESeq2 进行差异表达基因分析后，以|log2FC|≥ 1；P.value ≤0.05 作

为筛选条件后，我们统计得到了每组的差异基因总数、上调基因数和下调基因数，

具体数据如下表所示：在转录的样本中，100 μmol油菜素内酯处理萌发第三天的

青稞籽粒与无菌水正常处理萌发第三天的青稞籽粒相比共有 3675个差异基因，

其中上调的基因数量为 1014 个，占 27.59%，下调的基因数量为 2661 个，占

72.41 %；100 μmol油菜素内酯处理第三天的青稞籽粒与无菌水正常处理无萌发

的青稞籽粒相比共有 26001 个差异基因，其中上调基因的数量为 14401 个，占

55.38 %，下调的基因数量为 11600个，占 44.62 %；而无菌水正常处理萌发第三

天的青稞籽粒与无菌水正常处理下的青稞籽粒相比，共检测到 26753个差异基因，

其中上调的基因数量为 15438个，占 57.70 %，下调的基因数量为 11315个，占

43.30 %。

表 4-3 三个样本组间的差异表达基因数量

Table 4-3 Number of differentially expressed genes among the three sample groups

参数

Parameter

差异表达基因对比

组名称

Different expressed

gene set

差异基因数目

Different

expressed

gene

上调表达基因

数目

Up regulated

下调表达基

因数目

Down

regulated
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参数

Parameter

差异表达基因对比

组名称

Different expressed

gene set

差异基因数目

Different

expressed

gene

上调表达基因

数目

Up regulated

下调表达基

因数目

Down

regulated

|log2FC|≥1；

P.value≤0.05
BR vs. C 3675 1014 2661

|log2FC|≥1；

P.value≤0.05
BR vs. S 26001 14401 11600

|log2FC|≥1；

P.value≤0.05
C vs. S 26753 15438 11315

4.4.6 差异基因的筛选与分析

利用维恩图来分析三个样本组中差异基因的交叉表达情况。结果如图 4-4所

示，三组共有差异表达基因 1443个。BR vs. C与 BR vs. S相比，共有的差异表

达基因有 2071个；BR vs. C与 C vs. S相比，共有的差异表达基因有 2673个；

而 BR vs. S与 C vs. S相比，共有差异表达基因 22520个。通过对三组青稞籽粒

样本进行差异基因分析，并使用 Z-score 对数据进行标准化处理后，我们进行了

层次聚类分析。我们绘制了所有比较组合的差异基因的聚类热图，并展示了每个

差异分组的聚类热图。具体结果如图 4-5所示。S（无菌水正常处理无萌发）与

BR（100μmol油菜素内酯处理萌发第三天）、C（无菌水正常处理萌发第三天）

两组在基因的上调及下调中差异明显，这表明了 S组与 BR、C两组在基因的表

达上存在显著的差异；对于 BR与 C的比较来看，两组在下调基因的表达上类似，

仅在上调部分存在一定的差异，这也与前文中有关不同青稞籽粒样本差异表达基

因分析所得到的结果相同。
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图 4-4 差异表达基因的维恩图分析

Fig. 4-4 Venn diagram analysis of differentially expressed genes

图 4-5 差异表达基因的聚类热图

Fig. 4-5 Clustering heat map of differentially expressed genes



安徽工程大学硕士学位论文

47

注：横坐标表示样品名称及层次聚类结果，纵坐标表示差异基因及层次聚类结果。红色表示

高表达，蓝色表示低表达。

4.4.7 差异表达基因的 GO分析

对 BR vs. C对比组中差异表达基因进行 GO富集分析，结果如图 4-5。3675

个差异基因被注释到三个部分当中：生物过程（Biological process）、细胞组分

（Cellular componen）以及分子功能（Molecular function）。在生物过程分类中，

富集最为显著的功能是光合作用，光收集、有机化合物氧化的能量衍生、细胞呼

吸、光合作用，采光、节律过程、有氧呼吸等过程当中；在细胞组分过程中，富

集最为显著的功能是光合系统、胞质大核糖体亚基、小核糖体亚基、光合系统 ll、

细胞质小核糖体亚基；而在分析功能方面，富集最为显著的功能是未折叠蛋白结

合、叶绿素结合、rRNA结合、质子跨膜转运体活性、蛋白质自我结合蛋白质折

叠伴侣以及 ATP 依赖性蛋白质折叠伴侣等。

图 4-6 BR vs. C对比组差异基因 GO富集分析

Fig. 4-6 GO enrichment analysis of differential genes in the BR vs. C comparison group

而对 BR vs. S对比组中差异表达基因进行 GO富集分析，结果显示在生物过
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程分类中富集最为显著的功能是过氧化氢代谢过程、叶绿体组织对伤口的反应、

过氧化氢分解代谢过程、色素代谢过程、苯丙氨酯生物合成过程、细胞壁多糖代

谢过程、对活性氧的反应、脂质定位脂质运输以及β-葡聚糖代谢等过程；在细胞

组分过程中，富集最为显著的功能是膜的锚定成分、质膜的锚定成分、质体类囊

体内腔以及质体类囊体腔；而在分子功能过程中，富集最为显著的功能是以过氧

化物为受体的氧化还原酶活性、过氧化物酶活性、葡萄糖基转移酶活性染色质的

结构成分、O-酰基转移酶活性、葡聚糖内-1,3-beta-D-葡萄糖苷酶活性 O-甲基转

移酶活性以及水通道活性（图 4-7）。

图 4-7 BR vs. S对比组差异基因 GO富集分析

Fig. 4-7 GO enrichment analysis of differential genes in the BR vs. S comparison group

对 Cvs. S对比组中差异表达基因进行 GO富集分析，结果如图 4-8。在生物

过程分类中富集最为显著的功能是过氧化氢代谢过程、对伤口的反应色素代谢过

程、过氧化氢分解代谢过程、多糖分解代谢过程、细胞壁多糖代谢过程、苯丙酮

生物合成过程对活性氧的反应、色素生物合成过程 β-葡聚糖代谢过程；在细胞

组分过程中，膜锚定成分、蛋白质-DNA 复合物、核小体以及质粒是富集最为显

著的功能；而在分子功能方面，富集最为显著的功能是以过氧化物为受体的氧化

还原酶活性、过氧化物酶活性、葡萄糖基转移酶活性、被动跨膜转运体活性、通

道活性、染色质的结构成分以及木聚糖酶活性等功能。
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图 4-8 C vs. S对比组差异基因 GO富集分析

Fig. 4-8 GO enrichment analysis of differential genes in the C vs. S comparison group

4.4.8 差异基因的 KEGG分析

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）是一个综合性数据库，

其整合了基因组、生物学通路、疾病、药物、化学物质等各种信息。KEGG提供

了广泛的基因和蛋白质相关信息，以及它们在生物学通路中的相互作用。运用

KEGG富集分析，能帮助我们有效的进一步解读差异基因的功能。在对 BR vs. C

对比组中差异表达基因进行 KEGG 富集分析后，我们发现它们显著富集到 9个

代谢通路当中，包括光合作用-天线蛋白、核糖体、内质网中的蛋白质加工、光

合作用、乙醛酸和二羧酸代谢、昼夜节律、植物柠檬酸循环（TCA 循环）、碳

代谢以及光合生物的碳固定，其中在核糖体中显著富集的基因数量最多（图 4-9）。
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图 4-9 BR vs. C对比组差异基因 KEGG富集分析

Fig. 4-9 KEGG enrichment analysis of differential genes in the BR vs. C comparison group

在 BR vs. S对比组的 KEGG富集分析中，差异表达基因显著富集到 11个代

谢通路当中。包括次级代谢物的生物合成、苯丙酮的生物合成、代谢途径、黄酮

类化合物的生物合成、淀粉和蔗糖代谢、植物激素信号转导、半乳糖代谢、芪类、

二庚烷类和姜酚的生物合成、脂肪酸链的伸长、木质素、亚木质素和蜡的生物合

成、类胡萝卜素的生物合成、磷酸戊糖途径，其中富集基因数量最多的是代谢途

径以及次级代谢物的生物合成途径。
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图 4-10 BR vs. S对比组差异基因 KEGG富集分析

Fig. 4-10 KEGG enrichment analysis of differential genes in BR vs. S comparison group

在 C vs. S对比组的 KEGG富集分析中，差异基因主要富集 8个代谢通路当

中，包括次级代谢物的生物合成、苯丙氨酯的生物合成、代谢途径、淀粉和蔗糖

代谢 、木质素、单宁和蜡的生物合成、类胡萝卜素的生物合成、植物的昼夜节

律、半乳糖代谢，其中以代谢途径和次级代谢物的生物合成中富集的基因最多。

图 4-11 C vs. S对比组差异基因 KEGG富集分析
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Fig 4-11 KEGG enrichment analysis of differential genes in the C vs. S comparison group

总体上来说，三个对比组的 KEGG富集分析有相似也有不同，BR vs. S与 C

vs. S中，都有最多的差异基因富集到代谢途径和次级代谢物的生物合成两个途

径当中，这表明了青稞萌发会改变一些代谢物的生成，并且是通过改变代谢通路

里与代谢物有关基因的表达水平来实现的。而与 C vs. S不同的是，在 BR vs. S

组中，差异表达基因在植物激素信号转导通路中显著富集，这表明油菜素内酯处

理对青稞籽粒发挥了一定的调控效果，改变了青稞中一些与植物信号转导有关的

基因的表达水平。

4.4.9 与褪黑素合成相关的差异基因

以∣log2FoldChange∣≤1，P-value＜0.05作为标准筛选三个比较组（BR vs.

C、BR vs. S和 C vs.S）中与褪黑素代谢有关的显著性差异表达基因，结果如表

4-4所示。在 BR vs. C中，检测到一个与褪黑素合成有关的差异显著基因；而在

BR vs. S中，共检测到 22 个与褪黑素生物合成有关的差异显著基因；在 C vs.S

中，也检测到 22与褪黑素生物合成有关的差异显著基因。

表 4-4 三个比较组中与褪黑素有关的差异基因

Table 4-4 Differential Genes Associated with Melatonin in the Three Comparison Groups

ID log2FoldChange P-value regulated Description

BR vs. C Cluster-33739.0 1.419261192 0.000180035 up O-methyltransferase ZRP4

BR vs. S

Cluster-38931.1 8.647767693 2.8271E-209 up S-norcoclaurine synthase 1

Cluster-44523.0 3.975271 4.5E-144 up serotonin N-acetyltransferase 1, chloroplastic

Cluster-33296.1 -3.15454 1.2E-126 down
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

19-like isoform X1

Cluster-21726.10 2.68901 2.4E-103 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 33

isoform X2

Cluster-21726.1 -4.9412 1.13E-73 down
putative iron/ascorbate-dependent

oxidoreductase

Cluster-29775.0 10.63865 1.5E-72 up acetylserotonin O-methyltransferase 1-like

Cluster-37595.0 9.543566 2.16E-58 up acetylserotonin O-methyltransferase 1-like

Cluster-30241.0 9.12567 5.96E-45 up Protein SRG1
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ID log2FoldChange P-value regulated Description

Cluster-32579.0 2.813093 1.92E-40 up
O-methyltransferase 1, chloroplastic isoform

X1

Cluster-26560.0 -1.46249 2.78E-34 down predicted protein, partial

Cluster-16692.0 -5.05605 1.18E-20 down hypothetical protein ZWY2020_051464

Cluster-35330.0 10.53456 5.18E-19 up O-methyltransferase ZRP4

Cluster-23453.0 -1.00974 1.71E-14 down
protein CANDIDATE G-PROTEIN

COUPLED RECEPTOR 2-like

Cluster-34674.3 1.415291 6.76E-12 up hypothetical protein ZWY2020_040036

Cluster-18497.0 7.991678 4.62E-11 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

11-like

Cluster-33739.0 8.141308 5.72E-11 up O-methyltransferase ZRP4

Cluster-40872.5 2.355539 4.2E-09 up predicted protein, partial

Cluster-41003.9 -4.02095 1.04E-08 down
2-oxoglutarate-Fe(II) type oxidoreductase

hxnY isoform X3

Cluster-19646.0 -2.38141 2.35E-08 down
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 21,

chloroplastic-like

Cluster-21726.8 1.037991 4.54E-06 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 33

isoform X2

Cluster-21726.6 1.586378 0.023708 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

33-like isoform X1

Cluster-17573.1 2.250199 0.031438 up hypothetical protein ZWY2020_051083

C vs.S

Cluster-38931.1 9.174223 1.15E-243 up S-norcoclaurine synthase 1

Cluster-44523.0 4.1431 1.33E-161 up serotonin N-acetyltransferase 1, chloroplastic

Cluster-21726.10 2.716647 4.63E-122 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 33

isoform X2

Cluster-33296.1 -2.63338 6.11E-102 down
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

19-like isoform X1

Cluster-29775.0 10.96383 6.407E-77 up acetylserotonin O-methyltransferase 1-like
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ID log2FoldChange P-value regulated Description

Cluster-21726.1 -4.50754 2.437E-72 down
putative iron/ascorbate-dependent

oxidoreductase

Cluster-37595.0 9.221929 4.055E-52 up acetylserotonin O-methyltransferase 1-like

Cluster-30241.0 9.496486 1.675E-48 up Protein SRG1

Cluster-32579.0 2.69754 1.28E-37 up
O-methyltransferase 1, chloroplastic isoform

X1

Cluster-26560.0 -1.36769 1.063E-28 down predicted protein, partial

Cluster-23453.0 -1.3492 7.204E-27 down
protein CANDIDATE G-PROTEIN

COUPLED RECEPTOR 2-like

Cluster-34674.3 1.895015 3.857E-26 up hypothetical protein ZWY2020_040036

Cluster-35330.0 10.19453 1.014E-17 up O-methyltransferase ZRP4

Cluster-21726.8 1.71223 6.501E-15 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 33

isoform X2

Cluster-16692.0 -4.26353 2.079E-13 down hypothetical protein ZWY2020_051464

Cluster-18497.0 7.61689 6.872E-10 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

11-like

Cluster-19646.0 -2.62167 1.739E-08 down
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 21,

chloroplastic-like

Cluster-17573.6 3.267677 7.563E-05 up predicted protein

Cluster-40872.5 1.834714 0.0003536 up predicted protein, partial

Cluster-41003.9 -2.59054 0.0020681 down
2-oxoglutarate-Fe(II) type oxidoreductase

hxnY isoform X3

Cluster-21726.11 1.127556 0.00463 up hypothetical protein ZWY2020_053109

Cluster-21726.6 1.808069 0.0092454 up
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

33-like isoform X1

植物中褪黑素合成的前体物质为色氨酸，褪黑素的生物合成途径是包含色氨

酸的代谢途径中的，色氨酸代谢通路途径如下图 4-12。在 BR vs. C的比较组中，

检测到一个与褪黑素代谢有关的显著性差异基因 Cluster-33739.0，对这个基因进



安徽工程大学硕士学位论文

55

行KEGG功能注释结果发现，该基因为调控乙酰血清素O-甲基转移酶（EC:2.1.1.4）

的一个基因，且相较于 C在 BR组中高表达。这表明，100μmol的外源油菜素内

酯处理通过显著提升 Cluster-33739.0基因的表达水平，来提升乙酰血清素 O-甲

基转移酶（ASMT，EC:2.1.1.4）的活性，从而来实现在青稞幼苗中富集褪黑素的

效果。

图 4-12 BR vs. C中色氨酸代谢通路图

Fig. 4-12 Diagram of tryptophan metabolic pathways in BR vs. C

而在C 与S的对比组中对于褪黑素有关的差异基因进行注释发现（图4-13），

在无菌水作用处理之后，在青稞籽粒中吲哚丙酮酸代谢到色氨酸途径中，

Cluster-26390.0调控的芳香氨基酸转氨酶（K00837，EC:2.6.1.-）的表达被激活高

表达，而色氨酸代谢生成到吲哚丙酮酸的，受 Cluster-39303.0以及 Cluster-23763.0

两个基因调控的 L-色氨酸—丙酮酸氨基转移酶（K16903，EC:2.6.1.99）的活性
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则受到抑制，表达水平下降。这说明了萌发的作用下，褪黑素的前体物质色氨酸

受到酶的影响开始在 C组中大量积累，并未后续转化生成褪黑素提供物质基础。

然后，我们发现在从色氨酸经过 5-羟基色氨酸到血清素再到 N-乙酰血清素最后

到褪黑素这这条代谢途径中，受 Cluster-41233.0、Cluster-41233.1、Cluster-38891.5、

Cluster-35815.2、Cluster-35815.1、Cluster-31496.0、Cluster-17964.0七个差异表达

基因调控的 L-色氨酸脱羧酶（K01593（TDC），EC:4.1.1.28）、Cluster-44523.0、

Cluster-34674.3、Cluster-34893.0三个差异显著基因调控的芳基烷基胺 N-乙酰转

移酶（K22450，EC:2.3.1.87）以及 Cluster-37595.0调控的乙酰羟色胺 O-甲基转

移酶（K22588，（ASMT），EC:2.1.1.4）全部被激活且在 C组中高表达，这加

快了色氨酸代谢生成褪黑素的作用。以上说明了萌发对青稞籽粒中褪黑素富集效

果是通过调控色氨酸代谢到褪黑素途径中一系列酶的活性来实现的。而在 BR与

S的对比组中也看到了类似的效果（图 4-14），这表明了萌发处理对青稞中褪黑

素的富集具有一定的效果，很好的解释了第二章中相较于种子，萌发后第三天的

青稞中褪黑素含量上升的分子机制。
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图 4-13 C vs. S中色氨酸代谢通路图

Fig. 4-13 Diagram of tryptophan metabolic pathways in C vs.S
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图 4-14 BR vs. S中色氨酸代谢通路图

Fig. 4-14 Diagram of tryptophan metabolic pathways in BR vs.S

4.5 本章小结

本章通过转录组测序分析了三组样本 BR（100 μmol油菜素内酯处理发芽第

三天青稞幼苗）、C（无菌水处理发芽第三天青稞幼苗）以及 S（无菌水处理不

发芽第 0天的青稞种子）的差异表达基因，并讨论了在代谢基因的富集情况以及

与褪黑素有关的差异表达基因，主要结论如下：

1. 将三组通过转录组数据进行对比分析后，发现三组中共有差异表达基因

1443个，BR与 C组差异表达基因共有 3675个，其中上调基因 1014个，下调基

因 2661个；BR 与 S组差异表达基因共有 26001个，其中上调基因 14401 个，

下调基因 11600个；C与 S组差异表达基因 26753，其中上调基因 15438个，下

调基因 11315个



安徽工程大学硕士学位论文

59

2. 对三组进行 GO与 KEGG富集分析，结果显示，三组在差异基因的富集

上有所不同。BR与 C组主要富集在光合作用，光收集、有机化合物氧化的能量

衍生、细胞呼吸、光合作用，采光、节律过程、有氧呼吸（GO），光合作用-

天线蛋白、核糖体、内质网中的蛋白质加工、光合作用、乙醛酸和二羧酸代谢、

昼夜节律、植物柠檬酸循环（TCA 循环）、碳代谢以及光合生物的碳固定（KEGG）；

BR与 S组差异基因主要富集到过氧化氢代谢过程、叶绿体组织对伤口的反应、

过氧化氢分解代谢过程、色素代谢过程、苯丙氨酯生物合成过程等（GO），次

级代谢物的生物合成、苯丙酮的生物合成、代谢途径、黄酮类化合物的生物合成

等（KEGG）；C与 S组差异基因主要富集过氧化氢代谢过程、对伤口的反应色

素代谢过程、过氧化氢分解代谢过程、多糖分解代谢过程等（GO），次级代谢

物的生物合成、苯丙氨酯的生物合成、代谢途径、淀粉和蔗糖代谢 、木质素、

单宁和蜡的生物合成（KEGG）。

3. 对三组进行与褪黑素生物合成有关的差异基因进行分析，发现在 BR vs. C

中，检测到一个与褪黑素生物合成有关的差异显著基因；而在 BR vs. S中，共检

测到 22 个与褪黑素代谢有关的差异显著基因；在 C vs.S中，也检测到 22 与褪

黑素代谢有关的差异显著基因。其中，萌发能够通过上调 L-色氨酸脱羧酶、芳

基烷基胺 N-乙酰转移酶以及乙酰羟色胺 O-甲基转移酶的活性来促进青稞种子

中褪黑素含量的积累，而外源油菜素内酯能够通过上调乙酰血清素 O-甲基转移

酶的活性来促进血清素向褪黑素的代谢，来实现青稞幼苗中褪黑素的富集。
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第 5章 结论与展望

5.1 结论

（1）油菜素内酯、赤霉素以及乙烯在不同的浓度下对青稞幼苗的生长情况

的影响是不同的 50 μmol以及 100 μmol的浓度下能够明显促进青稞幼苗胚根以

及胚芽的生长，而在 200 μmol浓度下则会表现出对青稞幼苗生长的抑制作用；

乙烯表现出的作用与油菜素内酯相似，都表现为低浓度下（50 μmol与 100 μmol）

下外源处理能够促进青稞幼苗的生长，促进胚根及胚芽的发育；而赤霉素不同于

油菜素内酯与褪黑素，只在50 μmol的浓度下表现出对青稞幼苗生长的促进作用，

100 μmol及 200 μmol下则会表现出抑制作用。此外，三种植物激素的处理下，

油菜素内酯对于青稞幼苗中褪黑素富集效果最好，在第三天时达到最大，为

19.42±0.33 ng/g，是对照组（CK，14.42±0.18 ng/g）的 1.34倍、是种子（11.46

±0.15 ng/g）的 1.69倍。而乙烯和赤霉素分别在 50 μmol浓度处理下的发芽第一

天青稞籽粒中褪黑素在各组中表现最大，为 16.09±0.25 ng/g，是同期对照组

（15.27±0.22 ng/g）的 1.05 倍以及在 50 μmol 处理（13.26±0.25 ng/g）下第 0

天时相较对照组（11.70±0.28 ng/g）有着明显的诱导作用，是对照组的 1.15倍

左右，后两者诱导青稞幼苗中褪黑素富集的效果远不如油菜素内酯。

（2）研究了在不同油菜素内酯溶液 0 μmol、50 μmol、100 μmol以及 200 μmol

的浓度下，对青稞幼苗中功能物质及生理代谢的影响，结果表明：外源油菜素内

酯处理对青稞中β-葡聚糖、γ-氨基丁酸、总酚、总黄酮、总淀粉以及丙二醛都产

生了一定的影响。外源油菜素内酯在 100 μmol浓度下能够促进青稞幼苗在第一

天积累β-葡聚糖含量达到最大，为 13.07±0.16 μg/g，相较对照组提高 1.88 μg/g

左右；对萌发青稞幼苗中 GABA含量积累也具有一定的促进作用，在 200 μmol

浓度下青稞萌发第 5天时含量最大，为 16.80±0.30 μg/g，相较对照提升了 2.34

μg/g；外源油菜素内酯处理对于萌发青稞幼苗中总酚总黄酮的积累也具有一定的

促进作用，分别在 100 μmol浓度处理下第六天总黄酮含量达到最大，为 8.33±

0.18 mg/g，是无菌水处理组（4.68±0.24 mg/g，CK）的 1.78 倍以及在 50 μmol

的浓度处理下，在第五天时积累总酚的含量达最大为 2.88±0.10 mg/g，相较对照
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组提升 0.31 mg/g左右；同时，油菜素内酯的处理对萌发青稞中直链淀粉与支链

淀粉的含量具有一定的作用，表现为在 200 μmol对青稞中阻止其幼苗当中直链

淀粉与支链淀粉的分解作用；此外，外源油菜素内酯能够表现出对青稞籽粒在萌

发过程产生丙二醛的抑制作用，能够一定程度上缓解青稞在萌发过程中的脂质氧

化。

（3）通过转录组测序分析了三组样本 BR（100 μmol油菜素内酯处理发芽

第三天青稞幼苗）、C（无菌水处理发芽第三天青稞幼苗）以及 S（无菌水处理

不发芽第 0天的青稞种子）的差异表达基因，发现三组中 BR与 C组差异表达基

因共有 3675 个、BR与 S组差异表达基因共有 26001个、C与 S组差异表达基

因 26753个。富集分析的结果显示，BR与 C组主要富集在光合作用，光收集、

有机化合物氧化的能量衍生、细胞呼吸等过程，BR与 S组差异基因主要富集次

级代谢物的生物合成、苯丙酮的生物合成、代谢途径、黄酮类化合物的生物合成

等过程，C与 S组差异基因主要富集到次级代谢物的生物合成、苯丙氨酯的生物

合成、代谢途径、淀粉和蔗糖代谢等过程。萌发能够通过上调 L-色氨酸脱羧酶、

芳基烷基胺 N-乙酰转移酶以及乙酰羟色胺 O-甲基转移酶的活性来促进青稞种

子中褪黑素含量的积累，而外源油菜素内酯能够通过上调乙酰血清素 O-甲基转

移酶的活性来促进血清素向褪黑素的代谢，来实现青稞幼苗中褪黑素的富集效果。

5.2 创新

（1）以青稞作为研究材料，研究外源油菜素内酯对其生理代谢的影响，是本课

题的一大创新点。

（2）研究了在外源性油菜素内酯的作用下，青稞中内源性褪黑素含量的变化并

初步通过组学方法揭示其调控机制，是本课题又一大创新点。

5.3 展望

（1）本课题只探究了三种植物激素（油菜素内酯、赤霉素以及乙烯）对萌发青

稞中褪黑素含量的影响，并未探究其他植物激素如茉莉酸甲酯、水杨酸以及独脚

金内酯等新型植物激素对青稞中内源性褪黑素含量的影响。

（2）本研究目前只是揭示了油菜素内酯处理能够引起青稞内源性褪黑素的变化，

这种变化是通过影响有关基因的表达进而影响酶的活性来实现的，而具体是怎样

来实现这种影响的，比如是否是通过响应油菜素内酯的相关基因可作为褪黑素合
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成酶调控基因的启动子来实现的。需要进一步结合有关技术如单细胞酵母杂交等

技术进行验证。
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